CHAPITRE 2

Cornée

/.1. EMBRYOLOGIE DE LA CORNEE

J.-L. BourcEs

L'étude de I'embryologie oculaire renseigne sur I'origine des
feuillets qui composent les différentes couches de la cornée.
Connaitre I'origine embryonnaire des couches cornéennes per-
met d'appréhender sainement la physiologie de ce tissu et de
comprendre mieux le mécanisme de certaines de ses affections.

Il existe quatre feuillets embryologiques : I'épiblaste (futur
ectoderme), le mésoblaste (futur mésenchyme) et le neuroblaste
(futur neuroectoderme), auxquels s'ajoute plus tardivement un
feuillet supplémentaire, le feuillet ectomésenchymateux issu des
crétes neurales.

Dés la 3¢ semaine suivant le dernier jour des menstruations,
s'organise la neurulation avec formation de la plague neurale,
sorte d'épaississement ectodermique induit par les facteurs BMP
(bone morphogenic protein) et GDF (growth differentiation factor).
Celui-ci se plisse, puis se creuse en gouttiére neurale le long
d'un axe rostrocaudal médian. A partir des cellules issues de
cette zone, se formera tout le systéme nerveux central et péri-
phérique. Les rebords de la gouttiére fusionnent ensuite, avec
deux conséquences tissulaires :

e les cellules des rebords de la créte neurale perdent leur
cohésion en fusionnant. Elles engendrent le quatrieme feuil-
let cellulaire de la créte neurale, les cellules ectomésenchy-
mateuses issues de la créte neurale (CEMCN) (fig. 2-1);

* |e tube neural pluristratifié est créé par la fermeture de la

gouttiere (voir fig. 2-1). Il se régionalise ensuite en prosen-

céphale, mésencéphale, rhombencéphale et future moelle
épiniere.

La premiere structure oculaire est la plaque cristallinienne,
ou «placode optique» (mais ce dernier terme peut se confondre
avec celui de «placode otique» a I'origine de I'oreille interne),
d'origine ectodermique, induite en vis-a-vis interne de la gout-
tiere optique au niveau du prosencéphale.

A partir de la 4¢ semaine embryonnaire se creuse latérale-
ment une invagination ectodermique, la fossette cristallinienne.
En regard s'évagine, depuis le tube neural, la vésicule optique
(fig. 2-2). Tandis que I'invagination cristallinienne s'internalise
dans le mésenchyme primitif en s'individualisant a la 5¢ semaine
en vésicule cristallinienne, la vésicule optique progresse autour
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Fig. 2-1 Evolution entre la 2° et 3° semaine du dernier jour des menstruations.
On observe la formation des futures structures neurologiques dont I'extrémité rostrale sera le prosencéphale. Jaune : feuillet ectoblastique
puis ectodermique; bleu : feuillet mésoblastique puis mésenchymateux (clair) et neuroectodermique (foncé); rouge : crétes neurales et

feuillet ectomésenchymateux issu des crétes neurales.
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[72W)E) Formation de la cornée (cellules bleues) et de I'iris (marron) par les vagues successives de cellules ectomésenchymateuses issues
de la créte neurale (CEMCN, feuillet rouge/cellules rouges et bleues).

d'elle, pour I'entourer partiellement sous forme d'une cupule
optique. La cupule optique est composée de deux couches de
feuillet neuroectodermique et reliée au télencéphale par le
pédicule optique, futur nerf optique.

A ce moment, on observe une fine zone de mésenchyme pri-
mitif entre le feuillet ectodermique cristallinien et I'ectoderme
en regard, constituée de collagéne orthogonal produit par
les cellules ectodermiques. Cette zone permettra la formation
des futures cornée et chambre antérieure (voir fig. 2-2, poin-
tillés noirs) [1]. Le feuillet tissulaire composé de cellules issues
des crétes neurales (CEMCN) migre autour des cupules optiques
a la disparition de N-CAM (neural-cell adhesion molecule) et de
cadhérines jusque-la produites par le tube neural. On observe
qu'elles expriment alors HNK-1 (human natural killer-1; neuro-
nal carbohydrate epitope) et le facteur de transcription Sox. La
production de TGF-B (transforming growth factor B) favorise la
dissémination de ces CEMCN, en permettant a leurs intégrines
membranaires de lier les fibronectine et laminine de la matrice
mésenchymateuse primitive pour qu'elles puissent migrer. La
future formation de la cornée, comme les autres structures ocu-
laires préexistantes, est fondamentalement liée a I'expression
des geénes Pax-6 et Sox, régulée par les facteurs FGF2 (fibroblast
growth factor 2), TGF-B1, TGF-p2, et BMP7 [2, 3].

Au 37¢ jour embryonnaire, une premiére vague de CEMCN
progresse entre |'ectoderme et la vésicule cristallinienne (fig. 2-
3) pour former le futur endothélium cornéen [4, 5]. Au contact
interne de I'ectoderme jusqu'au 49¢ jour de gestation, ces
CEMCN s'organisent initialement en une couche cuboide pluris-
tratifiée. Par la suite, les molécules N-CAM et les cadhérines sont a
nouveau exprimées par le mésenchyme périoculaire. Cela stoppe
le mouvement cellulaire, organisant leurs jonctions serrées.

A la 7¢ semaine, une seconde vague de CEMCN progresse
entre cette couche pré-endothéliale et I'ectoderme pré-épithé-
lial dans le stroma primitif [6—8]. Ces cellules, qui seront les
futurs kératocytes, expriment a |'origine la protéine wnt-1,
mais pas le kératocan [7]. Au fur et a mesure, elles s'organisent
dans la matrice mésenchymateuse du méso-stroma en quatre
a cing couches interconnectées entre elles vers 7 semaines
et demie. Elles commencent a exprimer certaines cytokéra-
tines. Elles produisent le stroma secondaire mature dont elles
occupent environ 20 %, en organisant les amas collagéniques
en lamelles.

Progressivement, la monocouche pré-endothéliale issue de
la premiére vague évolue en couche monocellulaire a partir
de la 8¢ semaine gestationnelle, modulée par TGF-p1 et 2. A
ce moment survient une troisieme vague de CEMCN. Celleci
est a l'origine du futur tissu irien. Au 3¢ mois embryonnaire,
le mésostroma évolue en stroma, dans lequel les kérato-
cytes sont mieux organisés, en 25 a 30 couches environ.
La couche endothéliale produit du collagéne et constitue la
portion embryonnaire de la membrane de Descemet sur sa
face stromale. L'innervation cornéenne se constitue a partir
du 5° mois, avec la formation d'un anneau nerveux péricor-
néen, sous l'influence des neurotrophines nerve growth factor
(NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophins
(NT)-3 et NT-4 [9, 10]. Les BMP permettent le développement
d'un contingent neurovégétatif cornéen [11, 12]. Une cor-
née embryonnaire posséde toutes les structures d'une cornée
mature a partir du 7¢ mois de gestation, aux trois quarts de
sa taille adulte. Si I'aire cornéenne continue d'évoluer par la
suite, I'épaisseur des structures cornéennes est peu différente
a la naissance et a I'age adulte (tableau 2-1).



Tableau 2-1 — Epaisseur des structures cornéennes a la
naissance (d'aprés [13]).

Couche tissulaire cornéenne | Epaisseur a la naissance

Epithélium 50 pm
Bowman 10 pm
Stroma 450 pm
Membrane de Descemet 4 um
Endothélium 5 pm

Cornée

Points forts

» La cornée dérive de deux feuillets embryonnaires dis-
tincts, I'ectoderme et le mésoderme, ainsi que d'un feuil-
let hybride dérivé de |'ectoderme et du neuroectoderme :
les cellules issues des crétes neurales.

» Cela contribue a la physiologie complexe de la cornée
et a la variété de ses pathologies.

/.7 . EPITHELIUM CORNEEN ET MEMBRANE BASALE

N. IsLickl,

I Epithélium cornéen

L'épithélium cornéen est un épithélium pavimenteux stratifié
non kératinisé et avasculaire, constitué de cing a sept couches
de cellules relativement uniformes. Il atteint une épaisseur
moyenne de 53 pm, représentant environ 10 % de I'épaisseur
totale de la cornée. La durée de vie moyenne des cellules épithé-
liales est estimée entre 5 et 10 jours.

E FONCTIONS DE L'EPITHELIUM
CORNEEN

L'épithélium cornéen joue un réle central dans la vision, sa
transparence résultant de I'homogénéité de I'indice de réfrac-
tion de toutes les cellules qui le composent. L'expression des
kératines 3 et 12 par I'ensemble des cellules épithéliales diffé-
renciées semble jouer un réle essentiel dans le maintien de cette
transparence épithéliale [14].

L'épithélium a également une fonction primordiale en tant
que barriére physique, notamment grace aux jonctions serrées
présentes au niveau apicolatéral des cellules les plus externes
de I'épithélium cornéen. La cohésion des cellules épithéliales
entre elles structure le tissu épithélial et empéche toute invasion
externe (larmes, pathogénes) de pénétrer I'espace intercellulaire.
L'épithélium cornéen possede également une capacité de résis-
tance aux rayonnements ultraviolets (UV). L'épithélium cornéen
partage un grand nombre de similitude avec |'épiderme. Ainsi,
une exposition aigué aux UV peut provoquer une photokératite,
analogue a un coup de soleil. Quant a I'exposition chronique aux
UV, comme sur la peau, celle-ci peut entrainer le développement
d'une tumeur maligne au niveau de la surface oculaire, en par-
ticulier au niveau du limbe, et des lésions au niveau du stroma
antérieur et de I'endothélium de la cornée. Cependant, et cette
fois i a la différence de I'épiderme, la probabilité de développer
une tumeur maligne au niveau de la surface oculaire est prés de
50000 fois moins probable que de développer un cancer cutané
non mélanome. Ces observations suggerent que I'épithélium cor-
néen résiste a la carcinogenése induite par les UV [15].

L'épithélium cornéen joue un grand role en préservant le
caractére avasculaire de la cornée. En physiologie, lors de I'ho-

E. GaBisoN

méostasie cornéenne, il protége le stroma cornéen des effets du
VEGF (vascular endothelial growth factor), facteur de croissance
vasculaire, en produisant son récepteur soluble, ce qui favorise
sa dégradation. Lors de la cicatrisation physiologique, d'autres
molécules produites par I'épithélium inhibent I'angiogenése,
notamment le PEDF (pigment epithelial-derived factor), ou cer-
tains fragments de type angiostatine dérivé du plasminogeéne.

En physiologie, I'épithélium cornéen joue un réle trophique
majeur de soutien des cellules stromales sous-jacentes. Lors
de la cicatrisation pathologique, un retard de sa cicatrisation
favorise I'expression dérégulée de protéases favorisant la fonte
stromale. Un retard de maturation de sa membrane basale sera
aussi responsable de la production par les cellules épithéliales
de molécules, dont le TGF (transforming growth factor), favorisant
la fibrose stromale.

E STRUCTURE DE L'EPITHELIUM
CORNEEN

En plus de la présence des kératines 3 et 12 dans toutes les
cellules épithéliales cornéennes différenciées, toutes les cellules
de I'épithélium cornéen possedent des jonctions adhérentes ou
zonula adherens. Ces jonctions spécifiques, impliquées dans I'ad-
hésion cellule-cellule, la polarité cellulaire et la régulation du
transport paracellulaire, sont constituées de cadhérines reliées
aux faisceaux d'actine sur leur face latérale.

Cependant, on peut distinguer trois types de cellules au sein
de I'épithélium cornéen : les cellules superficielles, les cellules
intermédiaires ou «a ailes» [16] et les cellules basales.

CELLULES SUPERFICIELLES

Les cellules superficielles sont composées de deux a trois couches
de cellules aplaties et polygonales, les plus différenciées de
['épithélium. Leur diameétre est de 40 a 60 um et leur épaisseur
estde 2 & 6 um. Les cellules les plus externes de cette couche, les
plus matures, possedent sur leur face apicale des microvillosités
et des microplis qui augmentent la surface de contact et donc
les échanges avec le film lacrymal. Ces cellules contiennent de
nombreux filaments de kératine 3 et 12, des granules de glyco-
géne abondants, et un appareil de Golgi bien développé associé
a de nombreuses vésicules. Les cellules les plus profondes de
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cette couche épithéliale ont un noyau allongé. Cette couche est
recouverte au niveau apical par une structure appelée glycoca-
lyx, qui détermine la frontiére entre |'épithélium et les larmes.
Le glycocalyx est une structure de 100 a 500 nm d'épaisseur,
constituée en grande partie de glycoprotéines transmembra-
naires appelées mucines, dont les plus abondantes au niveau
cornéen sont MUCT, MUC4 et MUCT6. Ces mucines jouent le
role de colonne vertébrale au sein du glycocalyx. La galectine-3
relie les mucines entre elles, participant ainsi au maillage fin du
glycocalyx. Le glycocalyx joue un réle essentiel dans la lubrifica-
tion, I'hydratation et la fonction barriere épithéliale [17].

Au niveau apicolatéral des cellules superficielles, les jonc-
tions étanches (tight junctions) ou jonctions imperméables, dites
zonula occludens, assurent I'étanchéité de la barriére épithéliale
en empéchant le passage des molécules ainsi que de poten-
tiels pathogénes en supprimant la formation d'espaces inter-
cellulaires. Ces jonctions sont formées par un ensemble de
protéines transmembranaires (claudines, occludines, JAM, etc.)
connectées aux filaments d'actine par I'intermédiaire de proté-
ines adaptatrices de la zonula occludens telles que ZO-1 ou PAR.
Les jonctions serrées apparaissent comme des points de contact
d'apposition étroite, ou kissing points, ou les deux bicouches lipi-
diques sont indiscernables I'une de I'autre.

CELLULES INTERMEDIAIRES

Les cellules intermédiaires, ou «a ailes» [16], représentent égale-
ment deux a trois couches de la partie centrale de I'épithélium.
Leur forme polygonale avec une face antérieure convexe et une
face postérieure concave rappelle une aile. Elles font la tran-
sition entre les cellules basales et superficielles. Ces cellules
contiennent de nombreux filaments de kératine et un appareil
de Golgi particulierement développé.

La formation de plaques d'adhérence ou de liaisons d'an-
crage organisées de fagon ponctuelle ou ceinturant, assurant la
cohésion mécanique des cellules, est rendue possible grace aux
desmosomes. Les desmosomes sont des structures en forme de
disque d'environ 0,1 a 0,5 pm de diametre et 0,1 pm d'épais-
seur, composées d'une plague desmosomale constituée de pla-
koglobine et de desmoplakines. Les desmosomes assurent les
liaisons intercellulaires via des molécules transmembranaires de
la superfamille des cadhérines et sont le point d'ancrage du
cytosquelette, notamment des filaments de kératine, trés abon-
dants au niveau des cellules intermédiaires.

CELLULES BASALES

Les cellules basales forment une unique couche de cellules cylin-
driques ou en colonne a la base de I'épithélium. Ces cellules
mesurent environ 18 pm de hauteur pour 10 pm de largeur. Leur
noyau est ovalaire, et leur cytoplasme contient de nombreux fila-
ments de kératine 3 et 12, ainsi que les kératines 5 et 14 [18].

Les cellules basales sont capables de mitoses et donnent
naissance aux cellules intermédiaires et superficielles. Elles pré-
sentent de maniére abondante, sur leur face latérale, des jonc-
tions communicantes (gap junctions) permettant le passage de
petites molécules d'une cellule a I'autre. Les jonctions communi-
cantes sont constituées d'un assemblage de canaux (connexons)
qui traversent les membranes des cellules adjacentes. Chaque
connexon est un hexameére de connexines transmembranaires
formant un canal hydrophile d'environ 2 nm de diamétre. Ces
jonctions jouent un role essentiel dans la communication inter-
cellulaire et la différenciation (fig. 2-4) [19].

Les cellules basales épithéliales sont en contact direct avec
la membrane basale et forment avec cette derniére des adhé-
sions focales. Ces structures permettent |'adhérence de la couche

épithéliale a la matrice extracellulaire (MEC), ainsi que la trans-
mission des forces mécaniques et des signaux de régulation entre
la MEC et le feuillet épithélial. Les adhésions focales dans les
cellules épithéliales basales sont principalement composées d'in-
tégrines a3p1 et a2p1. Ces intégrines servent d'intermédiaires
transmembranaires entre les composantes de la MEC, telles que
la fibronectine, la laminine et les collagenes, et les protéines
de liaison intracellulaires, notamment la taline, la paxilline, les
kinases d'adhésion focale (FAK) et la vinculine (VCL). Ces pro-
téines de liaison intracellulaires sont impliquées dans les voies
de signalisation régulant la survie et la migration cellulaire. De
plus, les points d'adhésion focale sont connectés aux filaments
d'actine, établissant un réseau structural essentiel pour la trans-
mission des forces et des signaux a I'intérieur de la cellule.

Outre les adhésions focales, le feuillet épithélial est solide-
ment ancré au stroma grace a un systeme hémidesmosomal. Ce
systéme permet I'attachement des fibres d'ancrage, garantissant
une stabilité structurale essentielle.

Les hémidesmosomes (HD) cornéens, semblables a ceux pré-
sents dans la peau, sont de type I. Au niveau cytoplasmique, ces
HD contiennent des plakines, notamment |'antigene pemphigoide
bulleux 230 (BP230) et la plectine, qui interagissent directement
avec les filaments de kératine. Les intégrines ab6p4 et le colla-
geéne XVII constituent les éléments transmembranaires de cette
structure, établissant une liaison entre les composantes cytoplas-
miques et la laminine-332 au niveau de la membrane basale.

En plus de leur réle dans I'ancrage, les cellules basales épithé-
liales jouent un réle prédominant dans la sécrétion des constituants
de la membrane basale, notamment le collagéne de type IV et la
laminine, contribuant ainsi a la maintenance et a la fonctionnalité
de la membrane basale. Dans le cas de la cornée, le complexe
formé par les hémidesmosomes, les fibrilles d'ancrage et les fila-
ments d'ancrage est appelé complexe d'ancrage. Ce complexe
établit un lien structurel ininterrompu entre le cytosquelette intra-
cellulaire, constitué de filaments intermédiaires de kératine de la
cellule épithéliale basale, et le stroma sous-jacent.

L'entretien de I'épithélium cornéen adulte est un processus
dynamique et essentiel pour une vision normale, théorisé en 1983
par R.A. Thoft et J. Friend. Le maintien de I'intégrité épithéliale
est régulé par trois phénomenes indépendants : la prolifération
des cellules basales épithéliales, la migration centripete des
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cellules périphériques et la perte de cellules épithéliales a la
surface du tissu. Selon I'hypothése conventionnelle, les cellules
souches épithéliales limbiques produisent des cellules amplifi-
catrices transitoires qui migrent de maniére centripéte depuis
la région limbique vers la cornée, traversant les couches basales
et intermédiaires jusqu'aux couches stratifiées externes, et sont
finalement éliminées de la surface du tissu [20].

Cependant, d'autres théories sur le renouvellement de
|'épithélium cornéen ont opposé puis complété la théorie de
Thoft et al. [20] présentée précédemment. La migration centri-
pete de cellules épithéliales du limbe vers le centre de la cornée
a par exemple été contredite par Majo et al. qui suggéraient
que les cellules basales épithéliales disposaient de propriétés
similaires de renouvellement et de différenciation au centre
comme en périphérie [21]. Des études trés élégantes sur cor-
nées de souris transgéniques dont les cellules épithéliales dis-
posaient de marqueurs fluorescents liées a leur prolifération et
a leur différenciation ont pu mettre en évidence des compar-
timents spécialisés de cellules immatures au niveau du limbe.
Ainsi, chez la souris, les cellules souches épithéliales sont com-
partimentées : quiescentes au niveau du limbe «externe», et
actives au niveau du limbe «interne». Le role de la «niche» de
ces cellules a été redéfini, confirmant le réle essentiel du stroma
sous-jacent avancé par Majo et al. [21]. Les spécificités de cette
niche sont nombreuses tant au niveau de la structure de la MEC,
de son innervation et de sa constitution en cellules mésenchy-
mateuses et inflammatoires (fig. 2-5) [22, 23].

Cornée

I Membrane basale

La membrane basale sépare de maniere continue les cellules
épithéliales basales de la couche de Bowman, formant une
ultrastructure plus large appelée zone de la membrane basale
(ZMB). Cette zone est composée des hémidesmosomes (HD),
de la lamina lucida supérieure, de la lamina lucida inférieure, de
la lamina densa et de la sublamina densa, cette derniere étant la
région la plus élevée du stroma.

Les membranes basales sont des matrices extracellulaires
spécialisées dont le role primordial est d'ancrer les cellules
qu'elles soutiennent aux structures sous-jacentes. Elles jouent
également un rdle crucial dans les processus de polarisation,
de migration, de différenciation, ainsi que dans le maintien du
phénotype différencié des cellules associées, notamment via
leurs effets sur le cytosquelette. De plus, elles peuvent controler
des fonctions cellulaires en se liant et en modulant ['activation,
la localisation et les concentrations de certains facteurs de crois-
sance et de cytokines.

En microscopie électronique, la membrane basale se divise
en deux structures distinctes : la lamina lucida, transparente aux
électrons, qui constitue la partie supérieure de la membrane
basale, et la lamina densa, dense aux électrons, correspondant a
la partie profonde de la membrane basale.

La membrane basale de ['épithélium cornéen est constituée
de quatre composantes principales : les collagenes, les laminines,
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Les cellules souches et les progéniteurs sont dans la couche basale de I'épithélium stratifié. Il existe deux populations distinctes de cellules
souches dans la niche limbique : les cellules quiescentes, dans le limbe externe, qui peuvent étre activées aprés une importante lésion, et les
cellules souches du limbe interne directement actives. Une fois sorties du limbe, les cellules souches dérivent de maniére centripéte tout en
continuant a proliférer. Les cellules de la couche basale peuvent ensuite s'engager dans une différenciation terminale pour reconstituer les
cellules qui se détachent de la surface épithéliale. Cette différenciation est d'autant plus forte au centre de la cornée. Le stroma influence

également I'activité et le destin des cellules souches épithéliales.

Source : dessin de Cyrille Martinet, d'aprés Thomasy et al. [23].
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Cérneal'epjtm

Microscopie électronique a balayage d'une membrane
basale épithéliale de la cornée centrale du lapin.
Fléches latérales pointant la lamina lucida. La téte de fleche
centrale pointe la lamina densa. «e» indique la localisation
de I'épithélium et «s» celle du stroma.

Source : Saikia P, Medeiros CS, Thangavadivel S, Wilson SE. Basement
membranes in the cornea and other organs that commonly develop
fibrosis. Cell Tissue Res 2018; 374(3) : 439-53.

les protéoglycanes héparane sulfates (HSPG) et les nidogénes.
D'autres composantes, telles que la fibronectine et les matrilines,
sont également présentes en moindres proportions (fig. 2-6) [24].

E COMPOSITION ET STRUCTURES

Les collagenes jouent un réle essentiel dans la structure et la

fonction de la membrane basale de I'épithélium cornéen.
e Collagéne IV isoforme a3-ab6. Spécifique de la cornée cen-
trale, ce collagéne se lie au nidogéne-1 et au nidogene-2, aux
HSPG agrin et perlecan, et a de nombreuses autres compo-
santes. Présent dés la 8¢ semaine de gestation et tout au long
de la vie, le collagéne IV est une composante native de la
membrane basale épithéliale impliquée dans le développe-
ment, I'entretien et la cicatrisation des plaies de la cornée.
I favorise la migration et I'adhésion des cellules épithéliales
cornéenne [25].
e Collagene ViI. Ce collagéne permet I'ancrage de |'épithé-
lium au stroma. Assemblé en fibres, il constitue la princi-
pale composante des fibres d'ancrage. Ces fibres se lient en
amont avec la laminine-332 au niveau de la lamina densa,
traversent la couche de Bowman et s'étendent jusqu'au
stroma sous-jacent.
e Collagene XVII. Impliqué dans la composition des hémides-
mosomes, il interagit avec la chaine B3 de la laminine-332,
soutenant ainsi la liaison aux cellules épithéliales.
e Autres collagénes. Des collagénes d'importance mineure,
tels que les collagénes XIlI, XV et XVIII, ont également été
identifiés dans la membrane basale cornéenne, contribuant a
sa complexité et a ses diverses fonctions [26].

Les laminines sont les éléments non collagéniques les plus abon-
dants dans la membrane basale. Ce sont des glycoprotéines hété-
rotrimériques composées de trois chanes : o, p et y. Elles jouent
un réle crucial dans le développement des tissus, et leurs anoma-
lies peuvent profondément affecter le tissu cornéen. Les laminines
sont essentielles pour I'assemblage de la membrane basale et
interagissent avec les réseaux de collagenes via les nidogénes et
d'autres molécules de la MEC.

Les laminines sont principalement responsables de I'organi-
sation initiale de la membrane basale, s'auto-assemblant sans
['aide d'autres composantes de cette structure. Dans la cornée,
on retrouve plusieurs types de laminines : les laminines 211
(laminine 2), 332 (laminine 5). Produites par les cellules épithé-
liales, elles contribuent a la formation du complexe d'ancrage
en se liant aux fibres de collagéne VIl et a I'intégrine a6f4 des
hémidesmosomes. Les laminines 411 (laminine 8) et 511 (lami-
nine 10) sont produites par les kératocytes.

Les cellules épithéliales cornéennes adhérent aux laminines
de la membrane basale épithéliale principalement par I'inter-
médiaire des intégrines.

Le perlecan est le HSPG le plus abondant au sein de la membrane
basale. Cette protéine complexe a domaines multiples joue un
role crucial dans diverses fonctions biologiques. Le perlecan
interagit avec plusieurs composantes de la membrane basale
impliquées dans la prolifération cellulaire et I'adhésion, y com-
pris la laminine, ainsi qu'avec le récepteur des LDL, le facteur
de croissance épidermique (epidermal growth factor [EGF]) et la
molécule d'adhésion des cellules neurales (N-CAM).

Il régule également divers facteurs de croissance, tels que le
facteur de croissance des fibroblastes (FGF), les protéines mor-
phogéniques osseuses (BMP), le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF), les facteurs de croissance endothéliaux vas-
culaires (VEGF), le facteur de croissance transformant g-1 (TGF-
B1) et les facteurs de croissance analogues a l'insuline (IGF).

Les nidogenes sont des glycoprotéines sulfatées majeures de la
membrane basale, constituées de trois domaines globulaires. Ils
jouent un réle crucial en tant que protéines de liaison, stabi-
lisant la membrane basale grace a leur forte affinité pour la
laminine et le collagene IV.

Contrairement a la laminine et au collagéne 1V, les nidogenes
et le perlecan forment des polymeres irréguliers. s interagissent
avec diverses structures, telles que la laminine et le collagene 1V,
ainsi qu'entre eux, en raison de leurs multiples sites de liaison.

H FONCTION D'ANCRAGE

La zone de membrane basale (ZMB) est traversée par un com-
plexe multiprotéique essentiel a I'adhésion du feuillet épithélial
au stroma, garantissant ainsi I'intégrité du tissu. Ce complexe
d'ancrage comprend les hémidesmosomes, ol l'intégrine
abp4, une protéine transmembranaire cruciale, relie les cellules
épithéliales a la laminine 332 dans la lamina lucida. Dans la
lamina densa, la laminine 332 interagit avec le domaine NC1
des molécules de collagene VII, qui se lie ensuite aux fibres
de collagene IV. Ces derniéres, a leur tour, interagissent avec la
laminine par I'intermédiaire du nidogéne. Enfin, au niveau du
stroma, I'ancrage est complété par I'attachement des fibres de
collagéne VIl aux fibres de collagéne | du stroma. La maturation
de la membrane basale est un phénomene long et complexe
qui est a I'origine de pathologies telles que les syndromes d'éro-
sions récidivantes, ou des processus de fibroses stromales.
L'absence de la membrane basale a des conséquences signi-
ficatives, notamment en perturbant la fonction barriére contre
certains facteurs sécrétés par les cellules épithéliales. En I'absence
de cette membrane, des facteurs tels que le TGF-p et le PDGF
peuvent pénétrer dans le stroma cornéen, stimulant I'expression
d'a-SMA (smooth muscle actin), de la vimentine et de la desmine,
ce qui entraine la différenciation des fibroblastes stromaux en
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myofibroblastes. Cette altération de la membrane basale affecte
directement la formation du haze cornéen. La transparence de la
cornée peut étre restaurée lorsque la membrane basale retrouve
son intégrité, notamment par I'inhibition du TGF-B. En cas de
dommage a la membrane basale, une augmentation de la pro-
duction de fibronectine déclenche le processus de réparation,
qui peut nécessiter jusqu'a 6 semaines pour s'achever (fig. 2-7)
[24].

m ROLES DE LA MEMBRANE
BASALE CORNEENNE

La membrane basale joue un réle essentiel dans I'organisation
tissulaire en assurant I'ancrage de I'épithélium au stroma. Elle
régule également les facteurs de croissance et les cytokines,
contribuant ainsi a la communication bidirectionnelle entre
la MEC et les cellules. Cette communication est facilitée par
les signaux biophysiques et les voies de mécanotransduction,
notamment via l'interaction entre les intégrines épithéliales et
les laminines. Ces interactions influencent divers aspects des cel-
lules sous-jacentes, y compris leurs polarité, forme, migration,
prolifération, différenciation et survie.

De plus, la membrane basale sert de barriere moléculaire contre
des facteurs de croissance et de différenciation tels que le TGF-B et
le PDGF. En régulant la diffusion de ces facteurs, elle module leur
impact sur l'activité cellulaire et la composition du tissu stromal
sous-jacent. La membrane basale joue un réle essentiel dans le
maintien des interactions épithéliostromales en physiologie; son

retard de maturation lors de la cicatrisation est associé a des com-
plications fibreuses, néovasculaires voire infectieuses.

Au cours de la cicatrisation d'une plaie cornéenne épithélio-
stromale physiologique, les kératocytes de la zone sous-épithé-
liale meurent par apoptose, ce qui sépare les cellules du
compartiment épithélial des cellules stromales. Une transforma-
tion des fibroblastes en myofibroblastes favorise la repopulation
de la zone lésée par les cellules stromales. Cette transformation
est contemporaine de la destruction de la membrane basale
épithéliale; sa maturation est normalement associée a la dispa-
rition des myofibroblastes.

» L'épithélium cornéen est un épithélium pavimenteux
stratifié non kératinisé composé de deux a trois couches
de cellules superficielles, de deux a trois couches de cel-
lules intermédiaires et d'une couche unique de cellules
basales.

» L'épithélium cornéen joue un role de barriére phy-
sique, de résistance aux rayonnements ultraviolets et pré-
serve le caractére avasculaire de la cornée.

» La membrane basale de I'épithélium cornéen assure
['ancrage de I'épithélium au stroma. Un retard de matura-
tion lors de la cicatrisation est associé a des complications
fibreuses, néovasculaires voire infectieuses.
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/.3. COUCHE DE BOWMAN ET STROMA CORNEEN

N. IsLickl,

I Couche de Bowman

La couche de Bowman est une structure cornéenne acellulaire,
mesurant 8 a 14 pm d'épaisseur, située immédiatement apres
la membrane basale épithéliale et avant le stroma. La couche de
Bowman ne posséde pas de capacité régénérative au cours de la
cicatrisation cornéenne.

Elle est constituée d'une condensation de fibrilles de colla-
geéne, de 20 a 25 nm (ce qui représente environ 50 % a 66 %
du diameétre des fibrilles du stroma plus profond), disposées de
maniere entrelacée et aléatoire, ainsi que de protéoglycanes. La
surface antérieure de la couche de Bowman est lisse, tandis que
la surface postérieure fusionne avec les lamelles de collagéne
hautement organisées du stroma. Le collagéne de type | est la
principale composante de cette couche, bien que les collagénes
de types 111, V et XII soient également présents. Cette couche est
traversée par des fibres d'ancrage composées de collagéne VII.

La couche de Bowman ne constitue pas une membrane
individualisée, mais une zone de transition vers le stroma
sous-jacent, sans agir comme une barriére significative pour
le passage des protéines de taille moyenne a grande. Son réle
fonctionnel précis reste a clarifier; il a été suggéré qu'elle pour-
rait étre superflue pour la fonction cornéenne humaine, compte
tenu de I'absence de complications chez les patients ayant subi
une photokératectomie réfractive (PKR) et donc ne possédant
plus cette couche.

Il a été proposé que la couche de Bowman joue un réle dans
le maintien de la forme de la cornée. Dans le contexte du kéra-
tocdne, pathologie ol des vergetures et des interruptions de
cette couche sont observées, cette hypothése a été testée par
des transplantations de couches de Bowman, qui ont donné des
résultats mitigés [27].

Le réle de la couche de Bowman a été proposé dans la préven-
tion des fontes stromales aseptiques liées aux retards de cicatri-
sation. Au cours de la cicatrisation physiologique, la maturation
de la membrane basale épithéliale contribue a la disparition des
myofibroblastes au profit d'un phénotype quiescent des cellules
de la zone sous-épithéliale. En cas de retard de cicatrisation,
I'absence de membrane basale permet aux myofibroblastes
qui recolonisent le stroma Iésé d'interagir directement avec les
cellules épithéliales. Ces interactions épithéliostromales directes
(IESD) favorisent la formation de myofibroblastes «de lyse» et
la synthése dérégulée de protéases de la famille des métallo-
protéinases. Les especes présentant une couche de Bowman
seraient plus protégées de ces IESD, celle-ci représentant une
zone «tampon» prévenant la formation des myofibroblastes de
lyse. Il est intéressant de noter que la couche de Bowman est
conservée dans de nombreuses espéces et est particulierement
épaisse chez les espéces aux cornées fines. Chez le caméléon,
dont la cornée est de 100 pm, la couche de Bowman représente
30 % de son épaisseur [28].

Chez I'homme, la couche de Bowman commence a se former
entre la 13¢ et la 19¢ semaine de gestation. Lors du développe-
ment embryonnaire, elle apparait sous ['épithélium cornéen
apres la deuxieme vague de migration de mésenchyme entre
I'épithélium et I'endothélium lors de la formation du stroma.

E. GasisaoN

Pour certains, il s'agirait d'un reliquat vestigial de mésostroma
acellulaire compacté sous I'épithélium lors de la deuxieme
vague de migration (fig. 2-8) [29, 30].

I Stroma cornéen

Le stroma cornéen représente environ 400 pm d'épaisseur,
soit 90 % de la structure totale de la cornée. Son organisation
précise, caractérisée par I'agencement rigoureux des fibrilles de
collagéne en lamelles, est essentielle au maintien des propriétés
uniques du stroma, telles que la transparence, la forme, la résis-
tance mécanique et |'absence de vascularisation.

Le stroma est constitué principalement d'un réseau de kérato-
cytes, responsables de la synthése de la matrice extracellulaire
(MEC), ol le collagéne joue un role central. Les fibrilles de
collagéne produites par ces kératocytes sont homogeénes, de
petit diametre et rigoureusement organisées, ce qui confére a la
structure sa transparence. Ces fibrilles s'assemblent en fibres, qui
elles-mémes se structurent en lamelles. Les lamelles stromales,
de dimensions variables (allant de 0,5 a 250 um de largeur
et jusqu'a 2,5 pm d'épaisseur), sont disposées perpendiculaire-
ment les unes aux autres, formant un réseau orthogonal sophis-
tiqué, indispensable a I'intégrité fonctionnelle de la cornée.

Cependant, des différences structurelles existent entre le
stroma antérieur et postérieur, qui se traduisent par des varia-
tions fonctionnelles. Le stroma antérieur posseéde des lamelles
avec une densité de tassement plus élevée et fortement entre-
lacées [31, 32] s'insérant dans la couche de Bowman. Au niveau
médian, les lamelles du stroma restent aussi étroitement entre-

Coloration hématoxyline éosine d'une cornée humaine
(a) avec couche de Bowman (tétes de fléche) et d'une
cornée de lapin (b) sans couche de Bowman. x200.
Source : Wilson SE. Bowman's layer in the cornea- structure and
function and regeneration. Exp Eye Res 2020; 195 : 108033.



lacées. En revanche, dans le stroma postérieur de la cornée
centrale, les lamelles sont plus hydratées, moins entrelacées, et
présentent un espacement interfibrillaire accru [32], se super-
posant les unes aux autres, formant des couches. Cette diffé-
rence d'organisation engendre des variations dans |'indice de
réfraction entre les régions antérieure et postérieure du stroma,
le stroma antérieur possédant un indice de réfraction plus élevé
que son homologue postérieur [32].

B CELLULES STROMALES

KERATOCYTES

Les kératocytes, ou fibrocytes cornéens, sont les principales cellules
du stroma cornéen, représentant moins de 10 % du tissu stromal.
Ces cellules quiescentes jouent un rdle central dans la régulation
des processus d'assemblage et de structuration des fibrilles et des
lamelles de collagéne, essentiels a I'intégrité et a la fonction du
stroma. Les kératocytes possedent une morphologie dendritique
qui facilite des contacts intercellulaires étendus, formant un réseau
organisé au sein des lamelles de collagéne. Leur corps cellulaire
compact minimise la diffusion lumineuse, et des jonctions com-
municantes (gap junctions) assurent la coordination intercellulaire.
Cette organisation en réseau permet aux kératocytes de réguler de
maniére optimale le renouvellement et I'assemblage de la MEC
a travers I'ensemble du stroma. Ils interviennent dans la synthése
des composantes principales de la MEC, telles que les collagenes,
les protéoglycanes et les métalloprotéinases matricielles, contri-
buant ainsi a maintenir I'équilibre et la structure de la cornée.

Sur le plan moléculaire, les kératocytes expriment des proté-
ines telles que le kératocane, les cristallines, qui contribuent a
maintenir la transparence cornéenne en réduisant la diffusion
lumineuse [33], ainsi que le marqueur de surface CD34.
Lorsqu'une cicatrice se forme dans la cornée, un changement
significatif de la morphologie et des marqueurs des kératocytes
est observé : ils perdent leur forme dendritique ainsi que |'ex-
pression du kératocane, du CD34 et des cristallines [33]. Ce phé-
nomene est associé a une transition phénotypique vers un état
de fibroblastes activés. Ces fibroblastes peuvent a leur tour se
différencier en myofibroblastes hautement contractiles, caracté-
risés par une surexpression des faisceaux d'actine.

Le renouvellement des kératocytes est assuré par des cellules
souches pluripotentes localisées a la périphérie de la cornée,
plus précisément au niveau de la région antérieure du limbe.
Ces cellules souches mésenchymateuses, essentielles a I'homéos-
tasie et a la régénération des tissus cornéens, migrent et se dif-
férencient en kératocytes pour remplacer les cellules stromales
endommagées ou sénescentes.

CELLULES TRANSITOIRES
DE L'IMMUNITE

D'autres types cellulaires sont également présents dans le
stroma cornéen, notamment des cellules transitoires dérivées
de la moelle osseuse, telles que les macrophages et les cellules
dendritiques. Ces derniéres constituent une population hétéro-
gene aux fonctions immunitaires essentielles, notamment en
raison de leur capacité de présenter des antigénes spécifiques.
Les cellules dendritiques, ubiquitaires dans les tissus, y compris
dans la cornée, jouent un réle central dans |'orchestration des
réponses immunitaires, intervenant dans des processus tels que
la pathogenése des allergies oculaires, la réponse a I'infection et
la régulation de la cicatrisation des plaies.

Plus récemment, une implication des lymphocytes T a été
suggérée dans la régulation du caractére quiescent des cellules
souches limbiques au niveau de leur «niche stromale» [34].

Cornée

H MATRICE EXTRACELLULAIRE
STROMALE

La structure organisée et précise de la MEC du stroma est cruciale
pour assurer la transparence cornéenne et maintenir la forme
générale du tissu. Cette transparence repose en grande partie
sur I'empilement ordonné de fibrilles de collagéne homogenes
de petit diameétre, nettement plus fines que dans la plupart des
autres tissus conjonctifs, ce qui constitue un facteur clé de cette
propriété optique. La distance interfibrillaire, inférieure a la
moitié de la longueur d'onde de la lumiére, confie au stroma
cornéen une structure semi-cristalline. Ces fibres sont principale-
ment constituées de collagéne de type I, et, dans une moindre
mesure, de collagéne de types V et XI. Cependant, cette organi-
sation ainsi que d'autres propriétés stromales résultent de I'inte-
raction de plusieurs types de collagénes fibrillaires ou associés
aux fibrilles (collagénes 111, V, XI, XIl et XIV). En complément,
d'autres collagénes, tels que ceux de types VI et VI, sont égale-
ment présents dans le stroma. Les protéoglycanes exprimés dans
ce tissu, notamment la décorine, le biglycane, le lumican, le
kératocan et la fibromoduline, jouent un role essentiel dans la
régulation de I'organisation des fibrilles de collagéne.

COLLAGENES

Le collagéne de type | est la protéine la plus abondante du
stroma cornéen et constitue la majeure partie des fibrilles de
collagéne. Les collageénes de types V et XI, bien que présents en
quantités moindres, jouent un réle essentiel dans la régulation
de I'assemblage des fibrilles de collagéne I. Le collagéne de
type V représente 10 % a 20 % des collagénes fibrillaires dans
le stroma, tandis que le collagéne XI est principalement détecté
au cours du développement embryonnaire, avec une présence
plus limitée a I'dge adulte. Ces collagénes mineurs influencent
directement le processus d'assemblage des fibrilles. Concernant
le collagéne IlI, bien que ce collagéne soit rarement observé
dans le tissu cornéen non lésé [35, 36], il est fortement exprimé
lors de la réponse fibreuse a une Iésion.

Les fibrilles de collagéne, d'un diamétre variant entre
25 et 35 nm, sont synthétisées sous forme de procollagenes
avant d'étre assemblées en fibrilles striées, caractérisées par
une périodicité de 67 nm [37]. Ce processus d'assemblage est
régulé par le clivage enzymatique des propeptides. Une fois ce
clivage effectué, les molécules de collagéne s'auto-assemblent
en réseaux décalés longitudinalement, générant une structure
de chevauchement qui aboutit a ce motif périodique (fig. 2-9a)
[37]. Cette disposition en lamelles perpendiculaires dont les
dimensions sont inférieures a la moitié de la longueur d'onde
de la lumiére, combinée avec un indice de réfraction identique a
celui de la substance fondamentale, confére au stroma sa trans-
parence unique. L'organisation et la structure des fibrilles de
collagéne représentent ainsi la caractéristique la plus distinctive
du stroma cornéen.

La molécule de collagéne | mesure environ 300 nm de lon-
gueur pour un diameétre de 1,5 nm. Lors de I'assemblage des
fibrilles, les molécules de collagéne adoptent un arrangement
décalé, créant un espacement régulier de 67 nm, inférieur a la
longueur d'onde de la lumiére visible, contribuant ainsi a la
transparence cornéenne. Les collagénes de types V et Xl s'asso-
cient aux autres collagenes fibrillaires grace a une distribution
spécifique des acides aminés qui génere des forces électrosta-
tiques et hydrophobes, facilitant ainsi leur assemblage cote a
c6te pour former des fibrilles hétérotypiques (fig. 2-9b) [37]. Le
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Source : dessin de Cyrille Martinet, d'aprés Espana et al. [37].

domaine N-terminal des collagénes régulateurs, qui ne peut pas
s'intégrer dans ['organisation hélicoidale des autres collagénes,
se projette a la surface des fibrilles, créant ainsi des irrégularités
dans I'alignement des molécules de collagene. Ces irrégularités
augmentent a mesure que plus de collagéne régulateur s'in-
corpore dans la structure fibrillaire. A ce stade, les liaisons élec-
trostatiques et hydrophobes ne sont plus suffisamment fortes
pour stabiliser I'ajout de nouvelles molécules de collagene, ce
qui arréte I'extension des fibrilles. La proportion de collagénes
régulateurs a donc un réle important dans la régulation du dia-
meétre des fibrilles de collagéne dans le stroma cornéen, influen-
¢ant indirectement non seulement la structure fibrillaire, mais
aussi la transparence de la cornée, un élément essentiel a son
fonctionnement optique.

Les collagénes associés aux fibrilles ne s'assemblent pas en
fibrilles, mais interagissent avec celles-ci. Parmi les collagénes
associés aux fibrilles les plus abondamment exprimés dans le

stroma cornéen, on trouve les collagénes de types XII et XIV.
Ces derniers ne forment pas de structures fibrillaires, mais plu-
tot des réseaux dont les fonctions ne demeurent pas compléte-
ment comprises. Ces collagénes jouent un réle crucial dans la
régulation de I'organisation de la matrice extracellulaire et du
comportement cellulaire au sein des fibrilles et dans I'espace
interfibrillaire. Par exemple, le collagéne XII contribue a stabi-
liser le diamétre et I'espacement des fibrilles [38]. En absence
de collagéne XII, le développement des lamelles stromales est
altéré, entrainant une désorganisation généralisée de I'architec-
ture lamellaire et stromale [38]. Ainsi, le collagéne XII apparait
comme un acteur clé dans ['établissement de I'organisation
hiérarchique du stroma, régulant et stabilisant la formation des
lamelles. Dans le contexte cornéen, il est observé une régulation
a la hausse du collagéne XII lors des Iésions stromales, et sa
présence dans les stromas cicatriciels suggére un réle significatif
dans le remodelage et la régénération du stroma [39].

Le collagéne VI est un constituant omniprésent des tissus
conjonctifs, largement exprimé dans le stroma cornéen. Il s'agit
d'un collagéne non fibrillaire, jouant un réle essentiel dans la
médiation des interactions cellule-matrice et matrice-matrice. Le
collagéne VI interagit avec un large éventail de molécules extra-
cellulaires, notamment les collagenes I, 11, IV et X1V, ainsi que la
glycoprotéine associée aux microfibrilles (MAGP-1), le perlécan,
la décorine, le biglycane, I'acide hyaluronique, I'héparine, la
fibronectine, et les kératocytes via leurs intégrines [40]. Ce col-
lagéne contribue a I'architecture du tissu, et favorise également
I'adhésion et la migration des kératocytes [41].

Par ailleurs, le stroma représente la zone d'attache termi-
nale des fibres d'ancrage composées de collagéne VIl qui pro-
viennent de la lamina densa et traversent la couche de Bowman.
Au sein du stroma, les fibres d'ancrage de collagénes VIl for-
ment un réseau en boucles, permettant de piéger les fibres de
collagéne fibrillaires.

SUBSTANCE FONDAMENTALE

La substance fondamentale constitue la MEC qui occupe I'es-
pace entre les cellules et les fibres de collagene. Elle joue un role
crucial dans le maintien de la transparence et d'autres fonctions
du stroma. Cette matrice est principalement composée d'eau,
de glycoprotéines et de protéoglycanes, des macromolécules
constituées d'un noyau protéique central auquel sont fixées des
chafnes de glycosaminoglycanes (GAG), de type kératane sulfate
ou chondroitine sulfate.

Les protéoglycanes régulent I'assemblage des fibrilles de
collagéne. lls interviennent de maniére déterminante dans la
maturation des fibrilles, en se liant aux surfaces fibrillaires. Les
fibrilles stromales nouvellement formées sont intégrées dans la
matrice, ou elles sont stabilisées par des interactions avec ces pro-
téoglycanes [42-44]. Ces derniers, liés aux fibrilles, contrélent
leur agencement, assurant ainsi une croissance ordonnée des
fibrilles stromales matures. Cette régulation précise de |'assem-
blage par les protéoglycanes est essentielle au maintien de la
transparence du stroma.

Les principaux protéoglycanes du stroma incluent la déco-
rine, le biglycane, le lumican, le kératocan, la fibromoduline et
['ostéoglycine. Ces molécules jouent le role de chef d'orchestre
tissulaires, influencant la croissance cellulaire, modulant les fac-
teurs de croissance et liant I'eau via leurs chaines de GAG.

Le biglycane, un protéoglycane sécrété, interagit avec de
nombreuses composantes de la MEC stromale, notamment les
collagénes de type | [45]. Le lumican, principalement localisé



dans le stroma postérieur, est impliqué dans la régulation de la
transparence cornéenne. En effet, dans les cornées déficientes
en lumican, une cornée initialement transparente devient pro-
gressivement trouble apreés la naissance, avec une altération de
la structure lamellaire dans I'ensemble du stroma, caractérisée
par des fibrilles désorganisées [46]. Cela suggere également
un réle du lumican dans la régulation de la transparence cor-
néenne lors de la maturation postnatale, et souligne sa fonction
clé dans la fibrillogenése [36].

L'hydratation du stroma est contrélée par un équilibre délicat
entre les GAG et la pression osmotique. Ce contréle de I'hydra-
tation est indispensable au maintien de I'organisation réguliére
des fibrilles de collagéne.

Cornée

Points forts

» La couche de Bowman mesure 8 a 14 pm d'épaisseur,
située entre la membrane basale épithéliale et le stroma.
Son réle fonctionnel précis reste a clarifier.

» Le stroma cornéen se caractérise par |'agencement
rigoureux des fibrilles de collagene en lamelles.

» Le stroma cornéen est essentiel au maintien des
propriétés uniques du stroma, telles que la transpa-
rence, la forme, la résistance mécanique et I'absence de
vascularisation.

Z.4. ENDOTHELIUM CORNEEN

Z. He,

I Introduction

L'endothélium cornéen est composé d'une seule couche de
cellules hexagonales recouvrant toute la surface interne de la
cornée. Sa fonction principale est de maintenir I'état de déturges-
cence (relativement déshydraté) du stroma cornéen en agissant
comme une pompe a eau, ce qui est essentiel pour I'organisa-
tion réguliére des fibres de collagéne du stroma, assurant ainsi la
transparence de la cornée.

I Anatomie et histologie

L'endothélium (3-5 pm d'épaisseur) est composé de cellules
endothéliales (CE) dont le podle apical est en contact direct
avec I'humeur aqueuse, tandis que leur pdle basal adhere a la
membrane de Descemet (MD) (fig. 2-10c,d). Les CE sont carac-
térisées par leur morphologie hexagonale en vue de face (fig. 2-
10a, b). L'endothélium cornéen humain forme une monocouche
d'environ 300000 CE plates et jointives, tapissant intégralement
la face postérieure de la cornée jusqu'au trabéculum (fig. 2-
11). Une zone de transition d'environ 50-150 pm de largeur
peut se trouver entre le trabéculum et I'extréme périphérie de
I'endothélium. 1l a été suggéré que cette derniere pourrait étre
le lieu de régénération des CE a I'dge adulte [47] (fig. 2-11a-c).

Complexe
morphologique
des cellules endothéliales

La caractéristique morphologique des CE est souvent décrite
comme un «nid d'abeille» en raison de leur forme hexagonale
révélée par la microscopie spéculaire, I'immunofluorescence des

P. GaiN,

G. THURET

Vue de face (a, b) et de profil (c, d) de I'endothélium
cornéen par différentes techniques.
La forme hexagonale des cellules endothéliales (CE) est
mise en évidence par I'immunofluorescence (a, jonctions
serrées représentées par ZO-1 en blanc, noyaux en bleu
par DAPI) et par la microscopie électronique a balayage
(b). c. Histologie de I'endothélium cornéen par coloration
HES. La fléche jaune indique la couche embryonnaire de
la membrane de Descemet (MD); la fleche rouge indique
la couche postnatale, qui s'épaissit tout au long de la vie;
la fleche blanche indique le noyau (bleu foncé) d'une
CE. d. Microscopie électronique a transmission (MET)
d'une coupe ultrafine de I'endothélium cornéen. Les
mitochondries (indiquées par des tétes de fleche) sont trés
riches dans le cytoplasme.

jonctions cellulaires ou la microscopie électronique a balayage
(voir fig. 2-10a,b). Cependant, une morphologie irréguliére est
aussi fréqguemment observée lors de I'examen de la densité cel-
lulaire endothéliale (DCE) dans les banques de cornées, apres
une préparation osmotique classique avec du NaCl a 0,9 %, ou
dans les laboratoires apres la coloration caractéristique des CE
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Anatomie de la surface oculaire

Endothélium

Bp SNPIsY

Vue de face de I'intégralité de I'endothélium cornéen (a-c) et de la membrane de Descemet (d-h).
a-c. L'immunofluorescence a été appliquée a une cornée humaine fraiche, non conservée. Les cellules endothéliales (CE) sont marquées en vert
avec |'anticorps anti-CD166, tandis que la matrice extracellulaire du trabéculum est marquée en rouge avec I'anticorps anticollagéne I. b, c. Les
noyaux cellulaires apparaissent en bleu. b. L'image montre la zone de transition (ZT), une région d'environ 50-150 pm de large qui constitue
une structure de transition entre I'endothélium et le trabéculum. L'extréme périphérie de I'endothélium cornéen, ou la marque du CD166 est
plus faible et ol sont localisés les corps de Hassall-Henle (astérisque), a été suggérée comme une niche potentielle pour la régénération de
I'endothélium cornéen chez I'adulte. d-e. La microscopie électronique a balayage montre les différentes textures de la surface de la membrane de
Descemet (MD) en fonction de la localisation radiale (du centre a la périphérie). f-h. Les textures de la surface de la MD sont mises en évidence par
contraste de phase (gris), avec les noyaux des CE colorés par le DAPI (bleu). La surface est si lisse que les motifs du cytoplasme des CE sont visibles
sur la photo Endo-C. Les corps de Hassall-Henle sont indiqués par des astérisques jaunes. Les crétes descemétiques, plus petites et moins hautes,
forment souvent des lignes centripétes en périphérie. Ces lignes de sillons descemétiques sont indiquées par des fleéches jaunes discontinues.
Endo-EP, -P ou -C : extréme périphérie, périphérie ou centre de I'endothélium; Tr : trabéculum; ZT : zone de transition.

au rouge alizarine, ou par I'immunofluorescence de certaines
protéines membranaires (voir fig. 2-11a-c).

La morphologie des CE s'avere plus complexe qu'une simple
mosaique de cellules en «nid d'abeille». En 2016, nous avons
proposé un modéle 3D de CE (fig. 2-12) [48]. L'organisation
des CE differe considérablement entre le pdle apical et le pole
basal : elle est hexagonale au pdle apical et devient de plus
en plus irréguliere vers le pole basal. Les jonctions cellulaires
sont bien jointives aux deux pdles, mais des espaces peuvent
étre présents entre les membranes latérales des cellules voisines.
L'augmentation de l'irrégularité de la membrane latérale vers
le pole basal permet aux CE d'avoir une plus grande surface
membranaire latérale, ol de nombreuses pompes ioniques sont
localisées. Cela pourrait représenter une stratégie des CE pour
renforcer leur fonction de «pompe a eau».

Membrane
de Descemet (MD)

La MD, qui constitue la membrane basale de I'endothélium
cornéen, est formée par un ensemble de nombreuses protéines

sécrétées par les CE. Plus de 1000 protéines différentes ont été
identifiées grace a la technique de protéomique par shotgun
[49]. La protéomique quantitative par spectrométrie de masse
révele que la MD est principalement composée de la protéine
TGFpl (transforming growth factor beta-induced), représentant
environ 40 % de la masse totale, ainsi que de collagénes de
différents types (par ordre d'importance : 1V, VIII, I, 11, V, XII,
1) [50, 51]. Ces protéines ne sont pas distribuées de maniere
homogene a travers I'épaisseur de la MD. Bien que les lami-
nines o5, p1 et y1 représentent seulement 2,5 % des protéines
totales de la MD, elles sont particulierement concentrées sur la
face endothéliale [50], soulignant ainsi leur réle important dans
I'interaction avec les CE. La composition de la matrice extracel-
lulaire évolue avec I'adge et difféere chez les personnes atteintes
de pathologies telles que la dystrophie endothéliale de Fuchs
par rapport aux individus normaux [49].

En histologie, la MD se distingue en deux couches (voir
fig. 2-10¢). La partie antérieure, située pres du stroma, est d'ori-
gine embryonnaire et a une épaisseur d'environ 2 pm, corres-
pondant a celle observée a la naissance. La partie postérieure,
proche des CE, s'épaissit au fil de la vie [52]. La MD est souvent
divisée artificiellement en deux parties : le centre (8 mm cor-
respondant au diameétre de la greffe de cornée) et la périphérie
(un anneau de 2 mm). La terminaison de la MD correspond a la
ligne de Schwalbe [47, 53], une ligne d'environ 50 a 150 pm de



Cornée

b Face apicale

Modéle 3D de cellule endothéliale (CE).

Face basale

Vue de profil

a. Schéma illustrant les différentes coupes horizontales, du poéle apical au péle basal de CE. b. Reconstruction 3D de trois CE voisines.

largeur qui marque la transition entre I'extrémité de la MD et le
trabéculum, ou les cellules sont peu nombreuses.

Dans la région périphérique, nous avons identifié deux
zones particulieres en axe radial, chacune associée a des struc-
tures spécifiques situées a I'extrémité de la MD. L'extréme péri-
phérie est une zone d'environ 200 pm en moyenne (pouvant
varier selon les individus), située a I'extrémité de la MD (voir
fig. 2-11, Endo-EP). Dans cette zone, la MD est épaisse (11 pm
en moyenne) et surtout irréguliére. Les caractéristiques de cette
zone incluent la présence de nombreux corps de Hassall-Henle,
qui sont des excroissances de la MD du c6té endothélial. Ceux-ci
ont souvent une forme ronde ou irréguliére avec un diametre
variant de quelques micrométres a plusieurs dizaines de micro-
meétres et une hauteur de 2 a 5 pm. L'apparition des corps de
Hassall-Henle semble liée a la sénescence [54]. Bien qu'ils res-
semblent aux guttae observées dans la dystrophie endothéliale
de Fuchs, leurs différences n'ont pas encore été bien étudiées.
Les guttae typiques présentent souvent des formes arrondies
avec une surface relativement lisse, tandis que les corps de
Hassall-Henle ont généralement une forme plus irréguliére
et une surface plus rugueuse. Les corps de Hassall-Henle sont
souvent associés a une organisation spécifique des CE, qui for-
ment fréquemment des amas autour d'eux et peuvent parfois
s'organiser en deux couches (voir fig. 2-11, Endo-EP). Ces cel-
lules présentent des caractéristiques de cellules souches et sont
potentiellement prolifératives in vivo. Cette zone spécifique a
été proposée comme une source cellulaire pour régénérer I'en-
dothélium de maniére lente et physiologique pendant I'age
adulte [47].

A la suite de I'extréme périphérie, définie par la présence
des corps de Hassall-Henle, des zones radiaires peuvent se
trouver a la suite, nommée «zones radiaires» (voir fig. 2-11,
Endo-P). Dans ces zones, les excroissances de la MD se modi-
fient et deviennent plus petites, plus allongées et moins hautes.
Ces excroissances forment des reliefs radiaires centripétes.
Cette organisation varie plus ou moins selon les individus et
au sein d'une méme cornée sur 360°. Nous avons observé
cette structure chez 70 % des donneurs agés, avec une lon-

gueur moyenne de 827 pm (de 350 a 1465 pm), rendant ces
structures inaccessibles a la microscopie spéculaire, car situées
trop en périphérie. Les CE dans ces zones radiaires forment
des lignes centripétes, et la DCE est plus élevée dans ces zones
radiaires qu'au centre. Ces zones ont été suggérées comme un
site de migration centripéte de CE régénérées a |'extréme péri-
phérie de I'endothélium [47].

La MD présente une grande résistance mécanique et bio-
logique. Avec les CE, elle peut étre la seule structure a résister
lors d'une nécrose stromale, formant ainsi un descemetocéle au
fond d'un ulcere dit «préperforatif» (collagénoses, rosacée, ou
plus rarement kératites infectieuses). La MD résiste également
bien a la dissection lamellaire profonde, dite «prédescemé-
tique», réalisée lors des kératoplasties lamellaires antérieures
profondes, a condition d'éviter d'endommager la membrane
avec un instrument contondant.

Densité cellulaire
endothéliale (DCE)

La DCE, qui correspond au nombre de CE par millimétre carré
(cellules/mm?), est I'un des principaux criteres utilisés pour éva-
luer la qualité de I'endothélium cornéen.

E METHODES DE MESURE

En clinique, la microscopie spéculaire est largement utilisée
pour mesurer la DCE (fig. 2-13a). Le coefficient de variation
(QV), reflétant I'hétérogénéité de la taille des cellules (un CV
bas indiquant une taille homogéne), et le pourcentage de cel-
lules hexagonales (HEX) sont les deux autres critéres secondaires
permettant d'évaluer la qualité de I'endothélium cornéen. La
lampe a fente avec réflexion spéculaire peut également fournir
des informations sur la DCE. La microscopie confocale in vivo
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a Microscope spéculaire pour les patients

Méthodes courantes de mesure de la densité cellulaire endothéliale (DCE) in vivo et ex vivo.
a. Méthode la plus courante pour mesurer la DCE in vivo. La capture d'images de I'endothélium peut étre réalisée par une méthode sans
contact (a1). La DCE, le coefficient de variation (% CV) et le pourcentage de cellules hexagonales (HEX) sont calculés automatiquement
ou semi-automatiquement par un logiciel fourni par I'appareil, qui délimite les contours cellulaires (a2, a3). b, c. Deux méthodes non
destructives pour mesurer la DCE des cornées ex vivo en fonction des méthodes de conservation en banque de cornées. En organoculture
(température de 31-34 °C pendant une période pouvant aller jusqu'a 5 semaines, b1), la cornée est retirée du milieu et les contours
des CE (I'espace entre les membranes basolatérales de deux CE voisines) sont mis en évidence par la dilatation des cellules, en incubant
I'endothélium avec une solution de NaCl a 0,9 % (b2). Plusieurs images de I'endothélium sont ensuite capturées a I'aide d'un microscope
en contraste de phase (b3). Le comptage des contours cellulaires (b4) ou simplement le nombre de CE (b5) est réalisé de facon semi-
automatique ou manuelle pour obtenir la DCE. Le CV et I'HEX peuvent également étre calculés si les contours cellulaires sont tracés. En
conservation hypothermique (2-8 °C pendant 7 a 14 jours) (c1), la cornée est placée dans une «chambre de visualisation cornéenne » sans
dilatation (c2). L'imagerie est effectuée avec un microscope spéculaire (c3). La DCE est déterminée soit par comptage manuel (c4), soit semi-

automatiquement en tracant les contours cellulaires.

offre des images de résolution histologique des différentes
couches cornéennes.

Dans les banques de cornées, la DCE est le principal critére
pour évaluer la qualité d'une cornée (fig. 2-13b,c). Le seuil de
DCE est souvent fixé a 2000 cellules/mm?, seules les cornées
ayant une DCE supérieure ou égale a 2000 cellules/mm? étant
qualifiées pour une greffe transfixiante ou endothéliale.

H LA DCE CENTRALE
ET SA VARIATION
PHYSIOLOGIQUE

A I'état physiologique chez les adultes, la DCE centrale présente
une variabilité interindividuelle importante, méme au sein
d'une méme tranche d'age, oscillant entre 2000 et 3500 cel-
lules/mm?, ce qui correspond a environ 250000 a 450000 cel-
lules par cornée, soit une variation de prés de 45 % [55]. La DCE
est trés similaire entre les cornées droite et gauche. Elle peut
étre influencée par la présence d'un diabéte, mais elle n'est pas
affectée par I'hypertension artérielle, le tabagisme ou I'exposi-
tion a la lumiére naturelle. Le port de lentilles de contact peut

modifier la morphologie des CE, mais n'altére pas leur nombre
[56].

La DCE centrale diminue de facon non linéaire avec I'age. A
la fin de la gestation (40¢ semaine), elle s'établit a 6200 cellules/
mm? [57], puis diminue rapidement aprés la naissance, en lien
avec la croissance de la cornée, atteignant 4000 cellules/mm? a
la premiere année de vie, et 3700 cellules/mm? durant la deu-
xieéme année. Apres |'age de 2 ans, lorsque le diametre cornéen
devient définitif, le rythme de diminution de la DCE ralentit
[58]. Murphy et al. ont rapporté une baisse annuelle de 0,56 %
entre 2 et 98 ans [59], tandis que Bourne et al. ont observé une
réduction de 0,6 % par an sur une période de 10 ans chez des
individus agés de 30 a 84 ans [60]. Le tableau 2-2 montre la
DCE des adultes caucasiens selon les tranches d'age de 10 ans.
La perte de la DCE est estimée a 0,54 % par an. De son c6té,
Mgller-Pedersen a noté une diminution de 2,9 % par an de la
naissance jusqu'a 14 ans, puis de 0,3 % par an a I'dge adulte
[61].

De maniere générale, la diminution annuelle de la DCE a
I'dge adulte est estimée entre 0,3 % et 0,7 %. En simulant de
maniére simplifiée une perte cellulaire linéaire de 0,5 % par an



Tableau 2-2 - La densité cellulaire endothéliale (DCE) des
adultes caucasiens de différentes classes d'age (d'apres
Galgauskas et al. [9])*.

20-29 55 2931 + 371 (2232, 3610)
30-39 45 2820 + 203 (2353, 3279)
40-49 45 2660 + 301 (2160, 3546)
50-59 55 2630 + 306 (2062, 3571)
60-69 55 2518 + 281 (2015, 3003)
70-79 55 2341 + 167 (2062, 3762)
80-89 48 2222 + 182 (2002, 2597)

* n indique le nombre d'yeux examinés; la DCE est exprimée en
moyenne + écart type (minimale, maximale).

a partir d'une DCE initiale de 3000 cellules/mm? au début de
I'dge adulte, il faudrait 360 ans pour atteindre le seuil critique
de 500 cellules/mm?.

E DCE PERIPHERIQUE

Méme avec un microscope spéculaire a contact, la visualisa-
tion des CE dans le dernier millimetre de la périphérie cor-
néenne reste difficile. En utilisant la technique de montage a
plat sur des cornées humaines fraiches, il est possible d'observer
I'intégralité des CE, du centre a la périphérie. Une zone radiaire
dans le 1,5 dernier millimeétre de la périphérie présente sou-
vent une DCE plus élevée qu'au centre [47]. Cette zone est
marquée par des sillons descémétiques centripétes et une
organisation linéaire des noyaux cellulaires. La largeur de
cette zone radiaire varie en moyenne de 350 & 1465 pm,
avec une DCE particulierement élevée (69 % plus élevée
que celle de la zone suivante vers le centre) (fig. 2-14).
Cette zone radiaire représente environ 10 % a 20 % de la
surface endothéliale.

B DECROISSANCE ANORMALE
DE LA DCE

Outre le vieillissement, plusieurs facteurs peuvent influencer
négativement la DCE, notamment le diabéte, le tabagisme et
certains traumatismes oculaires. Une chirurgie intraoculaire,
comme |'opération de la cataracte, ou des affections oculaires
aigués, telles qu'un glaucome aigu, sont des causes fréquentes
de diminution rapide de la DCE. Parmi les pathologies pri-
maires, la dystrophie endothéliale de Fuchs est la principale res-

Cornée

ponsable d'une perte accélérée de la DCE, entrainant a terme
une décompensation cornéenne. Le port de lentilles de contact
modifie la morphométrie des CE, notamment leur polyméga-
thisme (ou pourcentage de CV) et polymorphisme (pourcentage
d'HEX), mais ne semble pas affecter leur DCE [56].

Bien que la DCE soit un indicateur largement utilisé pour
évaluer la santé cornéenne, il n'existe pas de droite de corré-
lation entre la DCE et la transparence cornéenne. Par exemple,
une cornée avec 800 celluless/mm? peut rester aussi transpa-
rente qu'une cornée avec 3500 celluless/mm?. Cela s'explique
par la grande capacité d'adaptation de I'endothélium cornéen.
Cependant, il existe un seuil critique en dessous duquel I'endo-
thélium ne parvient plus a assurer son réle de pompe régulant
I'hydratation de la cornée. Ce seuil, qui dépend des pathologies
sous-jacentes et du rythme de la perte cellulaire, est générale-
ment situé entre 400 et 500 cellules/mm?.

Capacité régénérative
et réparation

In vivo, les CE adultes chez I'homme ne possedent pas de
capacité proliférative suffisante pour une régénération clinique.
Le mécanisme principal de la réparation consiste en la migra-
tion et I'élargissement des cellules voisines [62]. Cependant,
il est possible qu'une petite population de CE périphériques
conserve une activité proliférative, témoignant d'un vestige de
['embryogenése.

H CAPACITE PROLIFERATIVE
IN VITRO

Les CE peuvent s'amplifier sans se transformer en cellules
mésenchymateuses ou fibroblastes in vitro dans des conditions
de culture artificielles. Apres plus de 40 ans de tentatives de
culture en masse, cette capacité est désormais exploitée pour
produire une quantité et une qualité suffisantes de CE en vue
de réaliser des thérapies cellulaires endothéliales [63]. La réus-
site de la culture primaire de CE repose sur deux ensembles
d'éléments :
e éléments environnementaux : la présence de nombreux fac-
teurs de croissance en forte concentration (8 % a 10 % de
sérum de veau foetal), I'utilisation d'un revétement avec une
matrice extracellulaire adaptée au lieu de la MD originale,
I'ajout d'agents antioxydants dans le milieu de culture, le
passage cellulaire qui libére les CE de I'inhibition de contact,
etc.;

PR L] La distribution des zones radiaires a la périphérie endothéliale est toujours associée a une densité cellulaire endothéliale (DCE)

élevée et a une forme allongée des noyaux cellulaires.

Immunofluorescence des membranes basolatérales des cellules endothéliales (CE) par CD166. a. Vue de la surface entiére d'une cornée
humaine fraiche. Les zones radiaires ainsi que les zones d'extréme périphérie de I'endothélium cornéen, encadrées entre les lignes rouges
et jaunes, occupent environ 15 % de la surface totale de I'endothélium cornéen. b. Une zone périphérique contenant la zone radiaire est
agrandie ici. C: centre; EP : extréme périphérie; P : périphérie (correspondant ici a la zone radiaire); Tr : trabéculum, ZT : zone de transition

entre I'endothélium et le trabéculum.
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e agents chimiques : ces agents interagissent directement
avec les voies de signalisation intracellulaires. Ces travaux
sont principalement menés par deux équipes japonaises :
celle du Pr Kinoshita et celle des Pr Koizumi et Okumura.

La molécule la plus connue est I'inhibiteur de la voie ROCK

(inhibiteur de Rho-kinase) Y-27632 [64]. Cet inhibiteur pro-

tége les CE de I'apoptose induite par le stress pendant le

passage cellulaire, favorise la prolifération des CE in vitro
et améliore 'adhésion cellulaire. L'inhibiteur de P38-MAPK,
tel que SB203580, favorise également la prolifération des

CE in vitro [65, 66]. De plus, I'inhibiteur de TGF-B, tel que

SB431542, inhibe la transition épithéliale-mésenchymateuse

(TEnM). Une étude récente de notre équipe montre que

|'effet prolifératif de SB203580 est supérieur a celui d'Y-

27632, ce dernier ayant également un effet bénéfique dans

I'inhibition de la TEnNM [66]. Grace a I'action combinée de

SB203580 et SB431542, notre équipe a réussi a obtenir des

cultures primaires de CE de qualité greffable a partir de don-

neurs agés [67, 68].

Deux autres facteurs jouent un réle important dans les carac-
téristiques de la cornée qui influencent les capacités prolifé-
ratives résiduelles des CE : I'dge et la localisation centrale ou
périphérique des CE. Les CE provenant de donneurs jeunes sont
plus faciles a faire proliférer in vitro sans dédifférenciation, et,
jusqu'a présent, seules les CE de donneurs de moins de 35 ans
ont été utilisées pour les essais de thérapie cellulaire endothé-
liale au Japon [63, 69]. Les CE provenant de la périphérie de la
cornée présentent une capacité proliférative supérieure a celles
du centre [47, 70, 71]. Cette différence, plus marquée chez les
personnes agées [72], est attribuée a la sénescence induite par
le stress oxydant [73, 74]. De plus, cette différence de capacité
proliférative peut s'expliquer par le nombre plus élevé de pro-
géniteurs présents dans la périphérie [75].

B REPARATION IN VIVO
PAR MIGRATION
ET ELARGISSEMENT
DES CELLULES VOISINES

En raison du manque de capacité proliférative in vivo chez
|'adulte, la réponse principale de I'endothélium a une perte
graduelle de cellules liée au vieillissement, ainsi qu'a des bles-

sures plus importantes implique généralement I'élargissement
et la migration des cellules voisines pour couvrir la zone ésée
[62]. La mosaique endothéliale parfaite est composée de petites
cellules hexagonales jointives de méme taille. Pour former une
barriere efficace contre la diffusion de I'eau dans le stroma, I'en-
dothélium doit rester continu, sans interruption. Ainsi, lorsqu'un
défaut local survient a la suite de la mort spontanée d'une CE
qui desquame, |'espace laissé libre sur la MD est rapidement
comblé par la migration et I'élargissement des cellules voisines,
ce qui altére localement la régularité de la mosaique (fig. 2-15).
La répétition de cette séquence apres chaque mort cellulaire
liée au vieillissement explique I'augmentation progressive du
polymorphisme et du polymégathisme.

E MODELE HYPOTHETIQUE
D'HOMEOSTASIE
DE L'ENDOTHELIUM CORNEEN
ADULTE

Les observations faites a différentes échelles (anatomiques, his-
tologiques, cellulaires et subcellulaires) fournissent un ensemble
d'indices en faveur d'une prolifération endothéliale lente mais
continue a la périphérie de I'endothélium cornéen humain.
Parmi ces indices, on note la DCE plus élevée a la périphérie cor-
néenne. De plus, I'expression de certains marqueurs de cellules
souches et la découverte de CE en prolifération sur des cornées
fraiches avec un trés court délai post-mortem a |'extréme périphé-
rie de I'endothélium cornéen soutiennent cette hypothése [47].
Par ailleurs, le traitement efficace des dystrophies endothéliales
de Fuchs par micro-descemétorhexis seul (Descemet stripping only
[DSO] ou Descemetorhexis without endothelial keratoplasty [DWEK]),
lorsqu'une réserve endothéliale périphérique est suffisante,
pourrait éventuellement concerner des patients présentant une
capacité proliférative périphérique supérieure. Dans ce contexte,
['utilisation de petites molécules, comme les inhibiteurs de la
Rho-kinase, pour stimuler la migration et la prolifération des CE
pourrait donner de bons résultats dans certains cas [76].
Cependant, I'hypothése de I'existence d'une véritable popu-
lation de cellules souches endothéliales reste incertaine. Une des
caractéristiques essentielles des cellules souches est leur capacité
d'autorégénération illimitée, contrairement aux progéniteurs,
ainsi que leur maintien dans une niche spécifique, qui n'a pas

Exfoliation de cellule morte
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PN Modéle de la réparation in vivo des cellules endothéliales (CE) par élargissement cellulaire, expliquant le polymégathisme et le

polymorphisme.

A gauche : état intact des CE; au milieu : aprés la mort spontanée d'une CE au cours du vieillissement, la partie basale des CE voisines se
mobilise pour recouvrir rapidement la membrane de Descemet exposée; a droite : réparation complete avec reformation des jonctions
cellulaires apicales; les cellules voisines grandissent de maniére hétérogéne (polymégathisme) et certaines perdent leur forme hexagonale

(polymorphisme).



Modeéle hypothétique de I'homéostasie de
I'endothélium cornéen adulte.
Les cellules endothéliales (CE) s'organisent en amas
cellulaires autour des corps de Hassall-Henle (astérisques
rouges), situés a I'extréme périphérie de I'endothélium.
Dans ces amas, les cellules présentent des caractéristiques
de cellules souches/progénitrices et sont susceptibles de
produire de nouvelles CE tout au long de la vie (indiqué
par deux demi-fléches en arc de cercle). Les néocellules
migrent ensuite de maniére centripéete et lente vers le
centre. Pendant cette migration, un exces de dépot de
matrice extracellulaire par les néo-CE forme des sillons
descemétiques (astérisques noirs). Les zones radiaires
correspondent a ces néocellules périphériques, dont les
noyaux en forme ovale s'organisent souvent en lignes
centripétes (fleche verte) dans les sillons descemétiques. Tr :
trabéculum; ZT : zone de transition.

encore été formellement identifiée dans I'endothélium. Les
amas de CE non différenciées autour des corps de Hassall-Henle
sont les seules structures qui pourraient correspondre a des clus-
ters de progéniteurs. Nous avons d'ailleurs identifié quelques
cellules en division dans des cornées post-mortem examinées
peu de temps apres le déces [47].

Sur la base de ces observations, nous proposons un modéle
d'homéostasie endothéliale chez I'adulte (fig. 2-16) : une sous-
population de cellules progénitrices ou souches résiderait a |'ex-
tréme périphérie de I'endothélium, réparties de maniére plus ou
moins réguliére sur 360°. Ces cellules se diviseraient asymétri-
qguement, s'autorenouvelleraient et produiraient des CE imma-
tures qui migreraient lentement vers le centre. Pendant cette

Cornée

migration, les CE immatures sécrétent davantage de matrice
extracellulaire, expliquant |'épaississement descemétique péri-
phérique, les corps de Hassall-Henle et les sillons radiaires sur la
MD. La migration étant trés lente et affectant une zone tres péri-
phérique (en moyenne 800 pm, allant de 350 a 1500 pm) chez
les personnes agées, elle n'est pas observable au microscope
spéculaire. Les noyaux des CE s'organisent en lignes centripétes,
avec une DCE plus élevée qu'au centre. Le centre de |'endothé-
lium représenterait une région stable, probablement sans régé-
nération cellulaire, ni dép6t de matrice extracellulaire irréguliere,
garantissant la transparence de I'axe optique sans variations.

Points forts

» La densité cellulaire endothéliale (DCE), exprimée en
nombre de cellules par millimétre carré (mm?), est le prin-
cipal critere pour évaluer la qualité de I'endothélium. Chez
un adulte, elle varie entre 2000 et 3500 cellules/mm?.

» L'endothélium n'est pas considéré comme régénératif
in vivo chez I'homme, et la perte physiologique de cel-
lules endothéliales (CE) cornéennes est d'environ 0,5 %
par an. La réserve de CE permettrait a I'endothélium de
rester fonctionnel pendant plus de 300 ans.

» Certaines pathologies primaires, comme la dystrophie
endothéliale cornéenne de Fuchs, ou des pathologies
secondaires, telles que la chirurgie de la cataracte, peuvent
induire une perte accélérée de CE. Lorsque la DCE descend
en dessous de 500 cellules/mm?, I'endothélium ne peut
plus assurer sa fonction de déturgescence du stroma cor-
néen, et la cornée devient cedémateuse et opaque.

» La seule thérapie efficace a ce jour est la greffe de cornée.

/.5. INNERVATION CORNEENNE

N. BouHERAOUA,
Q. RarPPENEAU,

I Introduction

La cornée est le tissu périphérique le plus densément innervé
de I'organisme dont |'architecture complexe répond aux stimuli
chimiques, thermiques et mécaniques environnants. La trans-
mission rapide de l'information au systéme nerveux central
ainsi qu'une réaction motrice et lacrymale adaptée assurent
la préservation du dioptre cornéen et du globe oculaire et, in
fine, de la vision. Les nerfs cornéens participent également a la
régulation de I'inflammation locale par la libération de pep-
tides et de neurotransmetteurs a partir de leurs terminaisons.
IIs exercent divers effets «trophiques» et nutritifs pour I'activité
métabolique épithéliale et la promotion de la cicatrisation.
Ainsi, I'innervation est au cceur de I'homéostasie cornéenne et
toute perturbation entrainera des symptémes allant de la dimi-
nution de la sensibilité oculaire sans lésion a la kératopathie
neurotrophique ou la perforation cornéenne.

S. BesNnauD,
V. BoORDERIE,

E. KoesTeEL, E. BizzaRi,
A. CHEDOTAL

Anatomie et physiologie
de I'innervation
cornéenne

H ARCHITECTURE
DE L'INNERVATION CORNEENNE

L'innervation est trés dense au niveau de la cornée, ce qui en
fait la surface épithéliale la plus densément innervée du corps
[77]. De 30 a 60 troncs nerveux pénétrent de fagon radiaire a
la périphérie de la cornée au niveau du stroma moyen vers 300
a 350 pm de profondeur chez I'homme. Ils ont une orientation
du limbe vers la cornée centrale et depuis le stroma moyen vers
le stroma antérieur (fig. 2-17 et 2-18). Au sein du stroma, les
faisceaux nerveux perdent leur gaine de myéline a 1 mm du




Anatomie de la surface oculaire

Fig. 2-17 Anatomie de I'innervation cornéenne chez la souris.
Cornée de souris transgénique CGRP : GFP exprimant la GFP dans les fibres nociceptives peptidergiques. a. Projection de I'innervation
cornéenne, du limbe au limbe. 10 x. b. Cornée centrale, vue de face, apres traitement couleur selon la profondeur, avec les troncs stromaux
en rouge, le plexus sous-basal en vert et les terminaisons intraépithéliales en bleu. 40 x. b’. Cornée périphérique, vue de face, aprés
traitement couleur selon la profondeur avec les troncs stromaux en rouge et le plexus sous-basal et les terminaisons intraépithéliales en
vert. 40 x. c-¢’’. Décomposition de I'image b montrant (c) les troncs du stroma (en rouge, ¢’), le plexus sous-basal formant la spirale centrale
(en vert), et les terminaisons intraépithéliales (en bleu). 40 x. d. Coupe transversale avec un tronc stromal (en rouge) donnant le plexus
sous-basal et les terminaisons intraépithéliales (en vert). 40 x. e, €’. Zoom en coupe transversale illustrant deux types de terminaisons
intraépithéliales (fleches) : ramifiée (e) et directe (e’). 40 x. f. Stroma cornéen avec les troncs nerveux ramifiés. f'. Faisceau de fibres du
plexus sous-épithélial émergeant d'un méme tronc stromal (fleche). 40 x.

limbe, ce qui permet de maintenir la transparence de la cor- la couche de Bowman. Des fibres pénétrent dans la couche de
née; ils gardent cependant un support de cellules de Schwann. Bowman et s'étendent entre la couche de Bowman et la couche
En s'enfoncant dans la cornée, ils se ramifient pour former le de cellules épithéliales basales pour former le plexus sous-basal.

plexus sous-épithélial a I'interface entre le stroma antérieur et Au centre de la cornée, le plexus nerveux sous-basal converge



Center

Fig. 2-18 Anatomie de l'innervation cornéenne chez I'homme.

Cornée

Cornée humaine immunomarquée par I'anti-p-1ll tubuline. a, b. Projection de deux zones centrales de la cornée humaine montrant
I'organisation des nerfs cornéens (vert). Les nerfs s'organisent pour former une spirale en (a). Barre d'échelle : 50 pm. c. Projection d'une
zone périphérique de la cornée humaine montrant des nerfs stromaux profonds (rouge) et le plexus sous-épithélial (vert). Barre d'échelle :
30 pm. d. Projection d'un faisceau de fibres du plexus sous-épithélial humain émergeant d'un tronc stromal (vert). Barre d'échelle : 30 um.
e, f. Projection d'un tronc nerveux stromal périphérique (rouge). Barre d'échelle : 30 pm. g. Coupe transversale montrant un tronc stromal
(rouge) donnant naissance au plexus sous-basal et aux terminaisons intraépithéliales (vert). Barre d'échelle : 30 pm. h. Gros plan de la

vue en coupe transversale illustrant deux types de terminaisons intraépithéliales : ramifiées (pointe de fleche) et simples (fleches). Barre

d'échelle : 30 um.

en spirale, dans le sens horaire ou anti-horaire, vers |'apex de la
cornée [78-80]. Depuis le plexus sous-basal, des terminaisons
nerveuses libres s'étendent vers I'épithélium cornéen superfi-
ciel. L'extrémité de ces fibres nerveuses superficielles est soit
unique, soit ramifiée en deux a trois branches terminales.

Les études histologiques réalisées chez I'homme ont révélé
que le plexus nerveux contient entre 5400 et 7200 fibres pour

une surface de 90 mm?. Ces fibres peuvent se diviser de nou-
veau en trois a sept axones individualisés, eux-mémes pouvant
donner 10 a 20 terminaisons libres. Ainsi, il y aurait approxi-
mativemnent 7000 nocicepteurs par mm2. A ce titre, la cornée a
une densité nerveuse 40 fois plus riche que la pulpe dentaire et
300 fois plus élevée que le derme [77].
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H ORGANISATION FONCTIONNELLE
DE L'INNERVATION CORNEENNE

L'innervation cornéenne est composée en trés grande majorité
de fibres sensitives et nociceptives (environ 90 %), partiellement
de fibres sympathiques (5 a 10 %) et trés modestement de fibres
parasympathiques (3 a 5 %) [81].

Les fibres nerveuses nociceptives de la cornée sont principale-
ment de type C (fibres non myélinisées) et Ad (faiblement
myélinisées). Ces fibres différent par leurs propriétés électrophy-
siologiques : les fibres A sont jusqu'a 7 fois plus rapides que
les fibres C, de I'ordre de 2 @ 15 m/s contre moins de 2 m/s res-
pectivement. Par ailleurs, les fibres nociceptives se distinguent
par la nature de leur stimulation : les mécanonocicepteurs, les
récepteurs au froid et les fibres polymodales sensibles aux sti-
muli mécaniques, chimiques et a la chaleur [82] (fig. 2-19). Les
fibres de type A8 sont majoritairement constituées de méca-
nonocicepteurs dont les terminaisons sont moins ramifiées et
moins superficielles, alors que les fibres de type C sont majori-
tairement représentées par des fibres polymodales ou sensibles
au froid plus ramifiées et plus superficielles.

Les mécanonocicepteurs cornéens sont responsables de la sen-
sation immédiate et aigué de la douleur produite par le toucher
ou le grattage de la surface cornéenne. Ils représentent environ
15 % a 20 % des fibres cornéennes périphériques. Ils répondent
uniguement a de bréves stimulations mécaniques dont le seuil
de stimulation est plus important que celui des récepteurs poly-
modaux. Le message douloureux est porté majoritairement par
les fibres A5 faiblement myélinisées, de diamétre moyen, avec
une vitesse de conduction rapide. La protéine membranaire
Piezo2 (Piezo-type mechanosensitive ion channel type 2) est le mar-
queur moléculaire des mécanonocicepteurs.

A Mécanonocicepteurs

31 PIEZO2

Récepteurs au froid

3 TRMP8

Récepteurs polymodaux
m ASIC

£ TRPV1

TRPA1

© CRGP/SP

TEWPEL) Nocicepteurs et fibres nerveuses cornéennes chez la souris.

Les récepteurs au froid sont des fibres de type AS et C qui repré-
sentent environ 10 % a 15 % de la population totale des fibres
cornéennes. Ces fibres participent au réflexe de clignement
spontané déclenché par le refroidissement lié a I'évaporation
des larmes, constituant de véritables sentinelles de I'intégrité
du film lacrymal. Ce sont des récepteurs capables de détecter
de tres faibles variations de température comprises entre O et
1 °C et sont également sensibles aux variations d'osmolarité
de la surface oculaire. Ils expriment le canal ionique TRPM8
(transient receptor potential cation channel subfamily M member 8)
qui est activé par le froid ou le menthol. Les fibres nerveuses
intra-épithéliales des récepteurs au froid présentent des termi-
naisons le plus souvent ramifiées. Certains marqueurs molécu-
laires permettent d'individualiser les récepteurs responsables
de la sensation de froid-douloureux pour des températures
inférieures a 10 °C de ceux responsables d'une sensation de
froid-indolore a des températures plus modérées.

Les nocicepteurs polymodaux (fibres AS et C) répondent a des
stimulations mécaniques, thermiques (température supérieure
a 37 °Q) ou chimiques (substances exogenes, médiateurs de
I'inflammation, acidité & un pH compris entre 5 et 6,5). Ces
récepteurs représentent la majorité des fibres cornéennes, soit
environ 70 % de la population totale des fibres cornéennes.
Les fibres C des récepteurs polymodaux sécretent des pep-
tides nociceptifs comme la substance P ou le CGRP (calcitonin
gene-related peptide). Lors d'une forte stimulation, leur activa-
tion continue malgré I'arrét du stimulus, ce qui prolonge la
sensation de douleur. Outre le CGRP, il est possible de les distin-
guer en fonction de I'expression de plusieurs récepteurs-canaux.
Les canaux ASIC (acid-sensing ion channel) sont déclenchés par
une acidification du pH de la surface oculaire inférieure a 6. Le
récepteur TRPV1 (transient receptor potential vanilloid type 1) est
activé par des agents douloureux comme la capsaicine, le pH

a. Schéma des nocicepteurs cornéens. Les mécanonocicepteurs sont sensibles au toucher grace a la protéine transmembranaire Piezo2.

Les récepteurs au froid sont sensibles aux basses températures grace a la protéine TRMP8. Les récepteurs polymodaux sont sensibles a de
nombreux stimuli captés par les récepteurs ASIC, TRPV1, TRPA et par la sécrétion de CGRP et de substance P. b-b”’. L'innervation d'une
cornée de souris transgénique RET : cre®™®; Rosa™™mate; CGRP : GFP avec immunomarquage de I'ensemble des nerfs exprimant la tubuline
(anti-B-1ll tubuline) (10 x). Le triple co-marquage de CGRP (rouge), de tubuline (vert) et RET (bleu) montre des fibres exprimant CGRP
(fleche rouge), une co-expression de CGRP et RET (fleches magenta) ou I'absence d'expression de RET et de CGRP (fléche verte). 10 x.

c. Cornée centrale en haute résolution d'une souris transgénique de la méme lignée que b’’. 40 x. d. Section au cryostat de 20 pm du

nerf trijumeau d'une souris transgénique de la méme lignée que b"” marquée par |'anticorps NF200 dirigé vers les fibres mécaniques. On
distingue des noyaux exprimant CGRP seul (vert), RET seul (rouge), CGRP et RET (jaune), NF200 seul (bleu) ou les trois expressions de CGRP,

RET et NF200 (blanc). 10 x.



bas (pH < 6), la chaleur (> 42 °C) et I'hyperosmolarité. Le récep-
teur TRPAT (transient receptor potential cation channel subfamily A
member 1) est activé par les températures trés basses (< 10 °Q),
et par certains agents irritants comme la formaline, I'allyl-iso-
thiocyanate (huile de moutarde), ou le gaz lacrymogéne.

Les fibres sympathiques cornéennes émergent du ganglion
cervical supérieur et leur densité est extrémement variable en
fonction des espéces : rares chez les primates, elles représentent
15 % des fibres cornéennes chez les rats ou les chats. Elles se
localisent principalement dans le stroma limbique a proximité
des vaisseaux sanguins. Ces fibres cornéennes semblent prolon-
ger l'innervation sympathique conjonctivale dont le réle est la
dilatation des vaisseaux conjonctivaux. La fonction des nerfs sym-
pathiques cornéens dans une cornée avasculaire reste mal com-
prise [83, 84]. Des fibres parasympathiques ont été retrouvées
dans le stroma périphérique de cornées de rat et de chats.
Ce type d'innervation n'a pas été confirmé chez I'homme et
leur fonction reste mal connue.

Les nerfs cornéens du systéeme somatique, sympathique et
parasympathique libérent de nombreux neuropeptides qui
exercent un réle trophique sur I'épithélium cornéen [83, 84].
Les axones somatiques issus du ganglion trijumeau libérent
surtout de la substance P (SP) et du CGRP. Le CGRP, en synergie
avec la SP, stimule la migration des cellules épithéliales apres un

Cellules épithéliales

Cellules immunitaires

Cornée

traumatisme épithélial ; son role reste débattu. L'effet trophique
de la SP est possible grace a un effet synergique avec d'autres
facteurs de croissance. Seule, la SP ne permet pas d'accélérer la
cicatrisation de I'épithélium cornéen. Associée a I'EGF (epider-
mal growth factor) et I'lGF-1 (insulin-like growth factor 1), la SP
facilite la migration des cellules épithéliales in vitro et accélére
la cicatrisation. Associée au CGRP, la SP stimule la prolifération
et la différenciation des cellules épithéliales. La concentration
de SP est diminuée dans les larmes des patients présentant une
hypoesthésie cornéenne.

Les axones issus du systeme sympathique sécrétent du neu-
ropeptide Y (NPY) qui a un réle anti-angiogénique, vasoconstric-
teur, procicatrisant, module la sensibilité aux stimuli cornéens et
régule la sécrétion d'eau et d'électrolytes.

Les axones parasympathiques sécrétent du peptide vaso-
actif intestinal (vasoactive intestinal peptide [VIP]) et de la Met-
enképhaline. Le VIP stimule la production de nerve growth
factor (NGF) par les cellules épithéliales, mais n'influe pas sur la
cicatrisation. La Met-enképhaline (ou opioid growth factor [OGF])
ralentit la croissance épithéliale.

Les immunomarquages des axones et cellules immunitaires
mettent en évidence les contacts étroits entre ces deux popula-
tions cellulaires (fig. 2-20). Les peptides SP et CGRP participent
au déclenchement de la réaction inflammatoire au sein de
["épithélium cornéen lors d'un traumatisme cornéen ou d'une
infection. Les nerfs ont un réle immunomodulateur direct sur
les cellules immunitaires. Inversement, le systeme immunitaire
relache des cytokines reconnues par les récepteurs des axones
cornéens. L'inflammation aigué peut permettre dans certaines

Cellules de Schwann

Interactions étroites entre I'innervation cornéenne et trois populations cellulaires cornéennes.
a. Cornée d'une souris KRT14 : cre™; Rosa™™mat; CGRP : GFP exprimant la GFP (en vert) dans les fibres peptidergiques et la Tomato (en
rouge) dans certains clones de cellules épithéliales, montrant I'orientation centripéte des fibres du plexus sous-basal et des clones de
cellules épithéliales. 20 x. a’. Zoom sur la zone centrale, avec le vortex formé par les fibres nerveuses et les cellules épithéliales. b. Stroma
cornéen d'une souris Cx3cr1 : cre™; Rosa™™mat; CGRP : GFP, montrant la présence de cellules immunitaires (en rouge) dans le stroma, a
proximité des troncs nerveux (en vert). 40 x. b’. Zoom montrant le contact étroit de certaines cellules avec les nerfs cornéens. c. Stroma
cornéen d'une souris Phox2b : cre; Rosa™™mato; CGRP : GFP aprés immunomarquage Anti-Sox10, marqueur nucléaire des cellules de
Schwann (en rouge). 40 x. ¢’. Zoom montrant les cellules de Schwann Tomato (en rouge) entre les fibres nerveuses des troncs nerveux.
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situations de favoriser la régénération nerveuse grace a la
présence de certaines cytokines. Mais la densité nerveuse cor-
néenne peut également étre réduite par I'inflammation chro-
nique générée par la sécheresse oculaire ou certaines infections.

H PROJECTION DE L'INFORMATION
SENSITIVE VERS LE SYSTEME
NERVEUX CENTRAL

L'innervation sensitive de la surface oculaire provient pour 90 %
d'axones périphériques des neurones primaires situés dans le
ganglion homolatéral du trijumeau. Une faible partie, environ
5 %, provient des axones sympathiques et parasympathiques
[83].

L'ensemble des stimuli mécaniques, thermiques et chimiques
issus des nocicepteurs détaillés ci-dessus sont transmis aux
troncs nerveux cornéens périphériques. Ces fibres se rejoignent
pour former deux a trois nerfs ciliaires longs et cing a six nerfs
ciliaires courts qui émergent de la sclere a la partie postérieure
du globe. Le long du nerf optique, ils se rejoignent pour former
le ganglion ciliaire postérieur, d'ol émerge le nerf nasociliaire
qui rejoint la branche ophtalmique V1 du nerf trijumeau. La
réunion des nerfs ophtalmique V1, maxillaire V2 et mandibu-
laire V3 forme le ganglion trijumeau qui reqoit les afférences
sensitives de 1'hémiface homolatérale incluant I'ensemble des
modalités sensitives de la cornée. Le complexe sensitif du tri-
jumeau parcourt le tronc cérébral de la partie caudale du pont
jusqu'a la premiére cervicale (C1). Il se compose d'un noyau
principal et d'un noyau spinal. Au sein du systéme nerveux cen-
tral, c'est le premier relais des informations sensitives de la face
et de la cornée.

Nerf facial (VII)

“~...> Muscle
orbiculaire
(controlatéral)

V3

Fibres afférentes sensitives

N Fibres efférentes parasympathiques (larmoiement)

FEWPET] Les arcs réflexes cornéens.

Enfin, la stimulation cornéenne entraine un message nerveux
qui est transmis au thalamus et éventuellement au cortex. Les
messages nociceptifs cornéens sont a I'origine de réflexes invo-
lontaires de clignement via une synapse avec le noyau moteur
du nerf facial et de larmoiement via une synapse avec le noyau
salivaire supérieur, ainsi que de comportements volontaires
d'évitement qui contribuent a la protection de la cornée et du
globe oculaire.

B BOUCLES REFLEXES
DE PROTECTION DE LA CORNEE
ET DU GLOBE

Il existe de nombreuses boucles réflexes de protection du globe
dont le point de départ est visuel (via le nerf optique) ou sensitif
(branche ophtalmique du nerf V). Modulés au sein du systéme
nerveux central en fonction des afférences sensitives, les réflexes
de clignement et de sécrétion lacrymale reposent sur I'intégrité
de nerfs effecteurs. Contrairement aux réflexes monosynaptiques
comme le réflexe rotulien, les réflexes d'origine cornéenne sont
polysynaptiques et impliquent le tronc cérébral, les noyaux gris
centraux ou le cortex cérébral (fig. 2-21). Les messages cornéens
vont entrainer un double réflexe de clignement et d'hypersécré-
tion lacrymale [84-86)].

Le réflexe de clignement de I'ceil facilite la sécrétion des
larmes, permet ['étalement du film lacrymal sur le segment
antérieur et le protege de dommages potentiels. La stimulation
des fibres cornéennes entraine une impulsion nerveuse qui est
relayée par le noyau du trijumeau et permet ['activation des
motoneurones du noyau facial (VI1), provoquant la contraction
des muscles orbiculaires. Ce mécanisme se traduit par la fer-

Glande \\ ~
lacrymale

| \ Muscle orbiculaire
(homolatéral)

Glande
de Meibomius

dd d‘ Stimuli (froid)

Cornée

Afférences
sensitives
(nocicepteurs)

Limbe
cornéoscléral

Il Fibres efiérentes sympathiques (larmoiement)

I Fibres efférentes somatiques (clignement)

Le message nociceptif généré par les stimuli cornéens est transmis par les nerfs ciliaires, puis par la branche ophtalmique du trijumeau

jusqu'au noyau du nerf trijumeau (jaune). Le message est intégré au sein du tronc et génére un réflexe de clignement rapide via les fibres
somatiques du nerf facial et le muscle orbiculaire homolatéral (bleu). Un réflexe de clignement plus lent passe par la moelle allongée avant

de rejoindre le nerf facial et le muscle orbiculaire controlatéral. Le message nociceptif génére également une réponse de larmoiement
aqueux et lipidique et mucinique via des fibres parasympathiques (vert) et sympathiques (rouge) qui innervent a la fois les glandes
lacrymales, les glandes de Meibomius et les cellules caliciformes conjonctivales.

Source : dessin de Cyrille Martinet, d'apres Labetoulle et al. [84].



meture des paupiéres et donc le réflexe de clignement. Deux
types de réponses existent; une réponse homolatérale rapide
issue du pont (10 ms) et une réponse controlatérale plus lente
dépendante de la moelle latérale (> 30 ms).

Le réflexe de larmoiement est responsable d'une hyper-
sécrétion lacrymale déclenchée par les influx nerveux issus
des fibres cornéennes polymodales et des fibres sensibles
au froid. La production de larmes passe par |'activation des
neurones parasympathiques du ganglion ptérygopalatin (nerf
maxillaire V2) et du noyau salivaire supérieur (noyaux du
nerf facial VII). Ceux-ci innervent les glandes lacrymales et les
cellules caliciformes conjonctivales, et activent le réflexe de
sécrétion lacrymale. Plusieurs glandes sont impliquées dans la
production des larmes : la glande lacrymale principale et les
glandes lacrymales secondaires produisent la phase aqueuse
des larmes, alors que les glandes de Meibomius produisent la
phase lipidique. Les cellules caliciformes produisent la phase
mucinique.

1 Pathologie

L'innervation cornéenne est essentielle pour la préservation de
I'intégrité du dioptre cornéen et du globe oculaire. D'une part,
toute lésion de la cornée, du nerf V1, ou des voies réflexes est
susceptible de porter atteinte a I'intégrité cornéenne. D'autre
part, certaines pathologies systémiques ou cornéennes strictes
sont responsables d'un remodelage des nerfs cornéens qui
guide le clinicien dans son diagnostic.

Cornée

E KERATOPATHIE
NEUROTROPHIGQUE

La kératopathie neurotrophique (KN) est une atteinte cornéenne
causée par une diminution ou une abolition de la sensibilité
cornéenne. Cette perte de sensibilité entraine une insuffisance
de clignement, une réduction de la sécrétion lacrymale et des
problémes de cicatrisation épithéliale [87]. La KN se caracté-
rise selon son stade par une kératite ponctuée superficielle, un
défect épithélial (érosion sans perte de substance stromale), un
ulcére (érosion avec perte de substance stromale) ou une perfo-
ration cornéenne (fig. 2-22).

La KN est le plus souvent secondaire a une kératite herpé-
tique (HSV ou VZV), aux pathologies chroniques de la surface
oculaire, aux chirurgies cornéennes, a I'atteinte iatrogéne des
toxiques en collyre ou aprés un laser rétinien, a |'atteinte trau-
matique ou chirurgicale du nerf trijumeau ainsi qu'aux déficits
nerveux congénitaux ou acquis (diabéte) [88, 89]. Un tiers des
KN sont multifactorielles et 10 % sont idiopathiques [90].

L'objectif thérapeutique d'une KN est d'abord la cicatrisa-
tion épithéliale afin de limiter une surinfection ou une perfora-
tion cornéenne. Le traitement de premiere intention regroupe
['éviction des toxiques, les substituts lacrymaux, I'occlusion
des méats lacrymaux et |'occlusion palpébrale nocturne. En
deuxiéme intention, le clinicien peut proposer des collyres
anti-inflammatoires (ciclosporine, corticoides), des collyres a
base de sérum autologue ou de plasma enrichi en facteur de
croissance, la pose d'une lentille pansement, d'une lentille sclé-
rale ou l'induction d'un ptosis thérapeutique par injection de
toxine botulique. Une KN sévére peut nécessiter une greffe de
membrane amniotique en inlay ou overlay, une tarsorraphie ou

L'innervation cornéenne en pratique : physiologie et pathologie.
a-a’’. Kératopathie neurotrophique. a. Kératite ponctuée superficielle d'un syndrome sec témoignant d'une réduction du réflexe de
larmoiement. a’. Ulcére neurotrophique typique : perte de substance stromale a I'emporte-piece de forme ovale a grand axe horizontal.
La microscopie confocale in vivo retrouve une raréfaction de la densité nerveuse cornéenne (barre d'échelle : 50 pm). a”’. Fonte stromale
préperforative avec descemetocele et coupe OCT correspondante. b. Kératocone avec des nerfs cornéens proéminents, anormalement
visibles. ¢. Hypertrophie des nerfs cornéens chez un patient atteint d'une amylose primitive. d. Kératonévrite radiaire d'une kératite

amibienne.
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un recouvrement conjonctival. Certains patients peuvent béné-
ficier d'une neurotisation cornéenne [91, 92]. En cas de perfo-
ration, le comblement cornéen doit étre organisé en urgence
(colle cyanoacrylate, greffe de membrane amniotique, greffe
bouchon), car le pronostic du globe oculaire est engagé.

B SEMIOLOGIE DES NERFS
CORNEENS EN PRATIQUE

En condition physiologique, les nerfs cornéens restent difficile-
ment visibles en biomicroscopie a fort grossissement. Certaines
pathologies systémiques ou cornéennes entrainent un remode-
lage des nerfs cornéens qui deviennent anormalement visibles
ou, au contraire, se raréfient (voir fig. 2-22). Récemment
développée pour la pratique clinique, la microscopie confo-
cale in vivo (MCIV) permet a I'ophtalmologiste d'approfondir
I'étude de I'innervation cornéenne (fig. 2-23). Les fibres ner-
veuses sont significativement plus tortueuses et plus rares aprés
40 ans [93].

PATHOLOGIES SYSTEMIQUES ET NERFS
CORNEENS

En plus des nodules de Lisch iriens, la neurofibromatose se
manifeste au niveau oculaire par des anomalies des cellules de
Schwann qui entrainent une visualisation anormale des nerfs
cornéens. La mutation du géne RET dans les néoplasies endo-
criniennes multiples entraine une prolifération anormale de cer-
tains groupes de cellules glandulaires. Les nerfs cornéens sont
anormalement visibles en raison de I'augmentation du nombre
de fibres nerveuses par nerf. La lépre est une pathologie infec-
tieuse systémique, dont I'agent Mycobacterium leprae prolifére a
proximité des nerfs cornéens supérotemporaux qui s'opacifient.

L'hypoesthésie cornéenne peut étre la premiére manifestation
de cette maladie. L'ichtyose, la maladie de Refsum, la dysauto-
nomie de Riley-Day et la protéinose lipoide sont également des
causes de nerfs cornéens anormalement visibles [94].

L'amylose primitive est une maladie systémique caractérisée
par le dépdt de protéines amyloides anormales dans divers tis-
sus, y compris les nerfs. Dans le cadre de cette affection, les
nerfs cornéens peuvent présenter un aspect épaissi et irrégu-
lier lors d'un examen a la lampe a fente ou a la microscopie
confocale (voir fig. 2-22 et 2-23). Chez les patients diabétiques,
la réduction de la densité nerveuse cornéenne est corrélée au
risque de développer une neuropathie périphérique [95]. Dans
la maladie d'Alzheimer, une diminution des nerfs cornéens
visibles en MCIV est observée [96].

PATHOLOGIES CORNEENNES ET NERFS
CORNEENS

Le kératocone est une pathologie ectasiante de la cornée dans
laquelle les nerfs sont anormalement visibles, probablement en
raison de I'hypertrophie des cellules de Schwann qui entourent
les fibres nerveuses (voir fig. 2-22). La densité des nerfs cor-
néens diminue avec la sévérité du kératocone [97]. Les kératites
a Acanthamoeba sont parfois accompagnées d'une kératonévrite
radiaire visible en lampe a fente et en microscopie confocale
(voir fig. 2-22 et 2-23).

La kératonévrite radiaire a également été décrite dans les
kératites a Pseudomonas. Celle-ci s'explique par le tropisme ner-
veux des pathogenes. La dystrophie postérieure polymorphe
est une anomalie héréditaire de la membrane de Descemet et
de I'endothélium qui reste le plus souvent asymptomatique. En
MCIV, les fibres du plexus sous-basal sont mieux visibles que
chez des sujets sains [98].

lil:hvlrkl  Microscopie confocale in vivo : nerfs sains et pathologiques.

a, b. Nerfs cornéens normaux dans le plexus sous-épithélial (a) et tronc nerveux intrastromal (b). c. Elargissement d'un nerf cornéen chez
un patient atteint de kératite amibienne, évocateur de kératonévrite radiaire. d. Hypertrophie d'un tronc intrastromal chez un patient
atteint d'amylose primitive. Méme patient que dans la fig. 2-22c. e, f. Défasciculation d'un nerf cornéen (e) et névromes (f, fleches) chez un
patient souffrant de douleurs neuropathiques cornéennes aprés une chirurgie LASIK.



ATTEINTES CORNEENNES
ET RAREFACTION DES NERFS
CORNEENS

La sécheresse oculaire et |'utilisation de toxiques ou de collyres
conservés au long cours entrainent une inflammation chro-
nique de la surface oculaire et une raréfaction de I'innervation
cornéenne sensitive qui est objectivée au niveau du plexus
sous-basal en MCIV. La cornée devient moins sensible aux sti-
muli nociceptifs, et les réflexes de clignement et de sécrétion
lacrymale sont moins efficaces [99]. Le cercle vicieux séche-
resse-inflammation-dénervation-réduction du réflexe lacrymal
doit étre diagnostiqué et traité précocement.

Les techniques de chirurgie réfractive cornéenne reposent sur
['ablation d'une partie du stroma cornéen qui emporte |'inner-
vation locale. Le syndrome sec induit est le plus souvent réso-
lutif aprés une repousse nerveuse de 3 a 6 mois. Néanmoins,
une repousse anormale peut provoquer des douleurs neuro-
pathiques responsables d'une persistance de douleurs oculaires
ou d'une sensation de sécheresse chronique. Chez ces patients,
la microscopie confocale peut révéler une raréfaction de la den-
sité nerveuse cornéenne, des nerfs défasciculés et la présence de
névromes, caractérisés par |'élargissement des terminaisons des
fibres nerveuses du plexus sous-basal (voir fig. 2-23) [100]. Ces
névromes sont décrits dans d'autres pathologies de la surface
oculaire comme la sécheresse oculaire sévere, les neuropathies
diabétiques, les kératopathies neurotrophiques, la kératopathie
bulleuse ou le syndrome de Gougerot-Sjégren. Les névromes
sont aussi observés en I'absence de pathologie oculaire [101].
A ce jour, le traitement des névromes repose sur I'hydratation
de la surface cornéenne et le sérum autologue voire d'autres
thérapeutiques systémiques en cas de douleurs neuropathiques
séveres et réfractaires.

Points forts

» L'intégrité du dioptre cornéen, du globe et de la fonc-
tion visuelle repose sur une innervation cornéenne dense
et multimodale a I'origine des réflexes de clignement et
de larmoiement.

» Toute anomalie de cette innervation entraine rapide-
ment des |ésions cornéennes.

» Certaines pathologies systémiques entrainent un rema-

niement des fibres nerveuses cornéennes, ce qui implique
|'ophtalmologiste dans leur dépistage et leur diagnostic.
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