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Prélevement et conservation des greffons
cornéens

V. Borderie, B. Delbosc, A. Fialaire-Legendre, L. Laroche

Le préléevement de cornée est réalisé par excision in situ ou par énucléation aprés sélection du donneur
selon les critéres recommandeés par les associations de banques de cornées. La conservation du greffon est
assurée par les banques de cornées autorisées qui prennent également en charge le contréle de qualité et
de stérilité du greffon, la gestion des contréles sérologiques du donneur et la tragabilité entre donneur et
receveur. La conservation de la cornée peut étre faite a court terme en milieu liquide a +4 °C ou bien a
moyen terme en organoculture a +31 °C. Les lésions de conservation induites par ces deux techniques
sont modérées et les résultats cliniques des kératoplasties transfixiantes sont bons. La stérilité du greffon
est obtenue dans plus de 95 % des cas en organoculture alors qu’elle ne I'est que dans moins de 85 % des
cas a +4 °C. Ces techniques de conservation doivent permettre de minimiser les risques d’échec primaire
de la greffe par insuffisance de qualité du greffon et par transmission de maladie du donneur au receveur.
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H Introduction

La greffe de cornée est la plus fréquente et la plus ancienne
des greffes. La conservation des greffons cornéens est réservée
aux banques de cornées autorisées par I’Agence francaise de
sécurité sanitaire des produits de santé. Celles-ci assurent les
controles de qualité et de sécurité des greffons, la tracabilité
entre donneur et receveur, et permettent de faire face a des
besoins spécifiques (urgence, échanges interrégionaux, apparie-
ment tissulaire entre donneur et receveur).
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H Prélevement

Cadre législatif du prélevement ™ 2

Le prélevement de cornée est effectué sur une personne
décédée, qu’il s’agisse d’une mort encéphalique chez une
personne sous assistance respiratoire avec conservation de la
fonction hémodynamique ou d'un arrét cardiaque et respira-
toire persistant. Il est réalisé a la morgue (excision in situ
uniquement) dans le cas d'un prélévement sur cadavre, ou bien
au bloc opératoire (excision in situ ou énucléation) dans le cas
des prélevements sur donneur en mort cérébrale. L'anonymat
entre donneur et receveur doit étre respecté. Le principe de
gratuité du don doit étre garanti. Les regles de bonnes pratiques
de prélevement doivent étre respectées. Des fiches techniques et
des recommandations sont éditées par ’Agence de biomédecine
pour harmoniser les pratiques.

Sélection des donneurs

En France, la sélection clinique du donneur est légalement
sous la responsabilité du médecin préleveur. Lorsque le cadavre
est conservé en chambre réfrigérée et que le délai de réfrigéra-
tion du corps n’excede pas 4 heures, le prélevement peut étre
réalisé dans les 48 heures suivant le déceés du donneur. Les
associations européenne (European Eye Bank Association
[EEBA]) et américaine (Eye Bank Association of America [EBAA])
des banques d'yeux ont proposé des critéres de sélection des
donneurs. Les contre-indications au prélevement a but théra-
peutique comportent les affections neurologiques potentielle-
ment transmissibles : rage, maladie de Creutzfeldt-Jakob,
traitement par hormone de croissance d’origine humaine,
intervention chirurgicale comportant 1'utilisation de dure-mere
d’origine humaine ou intervention neurochirurgicale non
documentée sur ce point, sclérose en plaques, sclérose latérale
amyotrophique, maladie d’Alzheimer (et autres démences),
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encéphalite sclérosante subaigué, rubéole congénitale, syndrome
de Reye et encéphalite virale aigué ou d’origine inconnue. Les
autres contre-indications sont l'infection a VIH et les donneurs
a haut risque de contamination par le VIH (virus de I'immuno-
déficience humaine), les hépatites virales et icteres d’origine
inconnue, les septicémies fongiques, la syphilis, la tuberculose
active, la lepre, certaines maladies parasitaires (paludisme,
leishmaniose, trypanosomiase et échinococcose), les hémopa-
thies, les tumeurs malignes oculaires, inflammations oculaires
aigués et pathologies cornéennes. Le respect de ces contre-
indications est sous la responsabilité du médecin préleveur. En
termes de pronostic de la greffe, il n’y a aucune raison pour
mettre une limite supérieure a 1’dge des donneurs. De nombreu-
ses études ont montré que la survie du greffon ne diminue pas
avec 1’dge du donneur [3-91.

Lorsqu’une sérologie est positive pour les virus VIH 1 ou 2,
HTLV 1 ou 2 (virus du lymphome humain a cellules T), pour les
hépatites B ou C, ou pour la syphilis, toute greffe est interdite.

Technique du prélevement

Le prélevement est réalisé par excision in situ, le plus
souvent, ou par énucléation ['0l. 11 s’accompagne d’'une ponc-
tion de sang faite par voie sous-claviére ou intracardiaque pour
les sérologies et la sérotheque (prélevement sur tubes secs). Si un
typage HLA (human leucocytes antigen) du donneur doit étre
réalisé, un prélevement supplémentaire de sang sur tubes
citratés est réalisé. La plupart des équipes francaises utilisent du
matériel a usage unique pour assurer les prélévements.

Prélevement par excision in situ

Les regles d’asepsie habituelle doivent étre respectées (utilisa-
tion de gants stériles, champ opératoire et instruments stériles).
11 est important de décontaminer la peau et la surface oculaire
et conjonctivale a la polyvidone iodée (Bétadine® 5 %), suivie
d’un rincage au sérum physiologique. La conjonctive est
désinsérée au limbe. La cornée est prélevée avec une collerette
sclérale de 2 a 3 mm par trépanation ou dissection au bistouri
et aux ciseaux de microchirurgie. Il est important de ne pas
effondrer la chambre antérieure lors de la dissection afin de ne
pas léser I'’endothélium cornéen. La cornée est directement
placée dans un flacon rempli de milieu de transport. La restau-
ration des téguments (conformateur ou prothese oculaire de la
couleur des yeux du donneur, fermeture des paupiéres apres
instillation d’une goutte de colle cyanoacrylique sous les
paupieres) doit étre réalisée avec soin apres quelques minutes
afin de ne pas méconnaitre un éventuel suintement sérohémor-
ragique. Si un tel suintement survient, il faut surélever la téte,
appliquer une colle hémostatique dans la cavité orbitaire et
comprimer celle-ci a I'aide d'une boule de coton.

Prélevement par énucléation

Le prélevement par énucléation répond aux mémes regles
d’asepsie, de décontamination et de restauration tégumentaire.
Les quatre muscles droits sont saisis a 1’aide d'un crochet et
sectionnés au ras de leur insertion sclérale, sauf le droit externe
qui est sectionné a 5-10 mm de l'insertion tendineuse et sur
lequel est placée une pince a clamper. Le tendon restant permet
la manipulation ultérieure du globe. Le nerf optique et les
muscles obliques sont ensuite sectionnés. Il faut veiller a ne pas
ouvrir la sclere, ce qui aurait pour conséquence d’affaisser le
globe oculaire et léser ’endothélium cornéen. Le globe est rincé
avec 500 ml de sérum physiologique stérile apres énucléation et
placé dans une chambre humide stérile.

H Conservation des greffons
cornéens

La conservation des greffons cornéens est assurée par les
banques de cornées autorisées. Celles-ci prennent en charge la
conservation, le controle de qualité, le controle de stérilité du
greffon et gerent la réalisation des contrdles sérologiques du
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Figure 1. Salle blanche (zone d’atmospheére contrdlée) de préparation
des tissus. L'acces se fait par un sas.

donneur. Le tissu conservé et délivré par la banque est la cornée
avec une collerette sclérale. Les prélevements par énucléation
(actuellement exceptionnels en France) subissent une étape de
décontamination rigoureuse a la banque. Cette décontamina-
tion ne peut étre réalisée en cas d’excision in situ.

Transport du prélévement vers la banque
de cornées

En cas d’excision in situ, le tissu prélevé est placé dans un
flacon de milieu de transport (20 ml), juste apres dissection. Le
milieu est un milieu de conservation a +4 °C (le flacon est alors
transporté dans un emballage réfrigéré a +4 °C) ou un milieu
d’organoculture (le flacon est alors transporté a température
ambiante). En cas de prélevement par énucléation, le globe
oculaire est transporté dans une chambre humide réfrigérée a
+4 °C, cornée dirigée vers le haut. Les flacons ainsi que les tubes
de sang doivent étre étiquetés (identification précise du don-
neur, mentions légales), et accompagnés d'une fiche opération-
nelle de prélevement remplie par le médecin préleveur apres
lecture du dossier médical du donneur.

Préparation du greffon prélevé par excision
in situ pour la conservation

Le greffon est préparé pour la conservation dans une zone
classée (salle blanche), sous hotte a flux d’air laminaire (Fig. 1).
Apres préparation du matériel et des produits thérapeutiques
annexes (milieux de conservation), le greffon et son milieu de
transport sont versés dans une cupule stérile placée sur un
champ opératoire stérile. Un fil de suture est passé dans
I’anneau scléral du greffon et dans le bouchon du flacon de
milieu de conservation, puis le greffon est introduit dans ce
flacon qui est rebouché. Le flacon hermétiquement clos est
ensuite placé dans la zone de conservation (étuve a 31 °C pour
la conservation en organoculture, réfrigérateur a 4 °C pour la
conservation en hypothermie).

Décontamination des globes oculaires
prélevés par énucléation et dissection
de la cornée

Le globe oculaire apres déces du donneur est un prélevement
hautement contaminé. Polack [l a retrouvé, sur 240 yeux
prélevés par énucléation 4 a 14 heures apres le déces, une
contamination dans 100 % des cas. Les germes les plus fré-
quents sont Staphylococcus epidermidis et aureus, Diphteroides,
Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium et Escherichia coli. 1l faut
noter que le simple fait d’irriguer la cornée et les culs-de-sac
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Figure 2. Controle de qualité endothéliale. Le greffon est placé apres
préparation dans une boite de Pétri stérile et observé au microscope
optique.

conjonctivaux avec du sérum physiologique stérile avant
énucléation réduit la fréquence de la contamination des globes
a 12,4 % 12l

La technique de décontamination la plus utilisée en Europe
repose sur un bain dans de la polyvidone iodée. Les globes
oculaires subissent un rincage a 1’eau courante filtrée (30 secon-
des) puis un bain dans de la polyvidone iodée (1 %, 2 minutes)
suivi d'une neutralisation par le thiosulfate (30 secondes) et
d’un ringcage dans du sérum physiologique. La cornée est
ensuite disséquée au couteau a 45° avec une collerette sclérale
de 2-3 mm. Les différents bains et la dissection sont réalisés
sous hotte a flux laminaire.

La détersion mécanique du globe (rincage a 1'eau courante)
diminue le taux de contamination de 86 %, et 98 % lorsqu’elle
est associée a une immersion dans la polyvidone iodée 0,5 %
pendant 2 minutes '3, La polyvidone iodée est active sur
staphylocoque, colibacille, Herpes simplex virus, VIH et Candida.
Elle ne crée pas d'opacités épithéliales avec une concentration
de 0,5 % et un temps d’immersion de 2 minutes. Les opacités
sont minimes avec une concentration de 1 % et 2 minutes
d’'immersion. Le stroma apprécié a I’examen biomicroscopique
est normal avec une concentration inférieure ou égale a 2,5 %
et un temps d’'immersion inférieur a 4 minutes.

Controle de qualité du greffon destiné
a la kératoplastie transfixiante

En cas de prélevement par énucléation, la transparence du
tissu cornéen est vérifiée a la lampe a fente avant la conserva-
tion. Cette vérification n’est malheureusement pas réalisable en
cas de prélevement par excision in situ. Le greffon doit donc
étre examiné macroscopiquement avec la plus grande attention
a toutes les étapes de la conservation pour rechercher une
éventuelle taie cornéenne dont la visualisation est rendue
difficile par l’oedéme cornéen.

Le controle de qualité endothéliale est réalisé sur la cornée
disséquée a l'aide d’une coloration vitale au bleu trypan
pendant 1 minute puis une dilatation des espaces intercellulai-
res par un bain de sérum physiologique pendant 4 minutes [14].
La cornée est examinée au microscope optique dans une boite
de Pétri stérile (Fig. 2). Le bleu trypan colore en bleu le noyau
des cellules mortes. La densité cellulaire endothéliale est
calculée a l'aide d’une grille calibrée placée dans un des objectifs
du microscope et d’un systéme d’analyse d’image. D’autres
techniques peuvent étre utilisées pour le controle endothélial :
microscopie spéculaire, dilatation des espaces intercellulaires par
une solution de sucrose 1,8 % [101,

Les criteres de qualité requis pour accepter une cornée en vue
d’une greffe sont ceux décrits par Pels [0 : densité supérieure a
2 000 cellules/mm?, mosaique cellulaire continue, absence de
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cellules mortes aprés conservation, perte cellulaire au cours de
la conservation inférieure a 20 %, polymorphisme modéré. Il
faut y ajouter I’absence de gouttes groupées ou nombreuses et
un coefficient de variation de la surface cellulaire endothéliale
normal ou modérément augmenté. La densité endothéliale [15]
et le coefficient de variation de la surface cellulaire endothéliale
en fin de conservation ont une influence sur I’évolution de la
greffe. Plus la densité du greffon est basse, plus le coefficient de
variation est élevé et plus la densité endothéliale postopératoire
mesurée lors de la deuxieme année postopératoire est basse, ce
qui pourrait diminuer la survie du greffon a long terme 1. La
présence de gouttes groupées diminue la survie du greffon et
augmente le risque de développer une cornea guttata évolutive
sur le greffon dans les années qui suivent la greffe [16l.

Méthodes de conservation du greffon

Conservation du globe entier en chambre humide
a+4°C

Le globe oculaire est conservé au réfrigérateur a +4 °C dans
un flacon de verre, posé cornée vers le haut sur une compresse
humide, avec quelques gouttes d’antibiotique. Le greffon est
trépané au bloc opératoire. La durée de conservation autorisée
est de 24 a 48 heures. Les conséquences de cette technique de
conservation sont une libération de phosphatase acide et de
lactate déshydrogénase dans I’'humeur aqueuse, a 1'origine d'une
perte cellulaire endothéliale. Le taux de glucose dans ’humeur
aqueuse diminue rapidement et devient proche de 0 quatre
heures apres le déces. La fonction de barriere de 1’endothélium
est altérée le 3¢ jour ['7l. L’ultrastructure de l’endothélium
cornéen est altérée dés la 24° heure de conservation. Les lésions
endothéliales s’aggravent avec la durée de la conservation :
turgescence mitochondriale, condensation de la chromatine,
altération de la membrane nucléaire et enfin vacuolisation
sévere précédant la mort cellulaire vers la 72¢ ou 96° heure '8,

La courte durée de la conservation n’autorisant aucun
contrOle de stérilité du greffon en fait une technique désucte.
De plus, le controle de qualité endothéliale avant greffe ne peut
étre réalisé que par microscopie spéculaire par voie transépithé-
liale. Celle-ci est rendue difficile par I’cedéme cornéen post
mortem. En France, cette méthode n’est plus utilisée.

Conservation de la cornée a court terme en milieu
liquide a +4 °C

Les milieux maintiennent une activité métabolique minimum
permettant la survie des cellules. La cornée est conservée au
réfrigérateur a +4 °C dans un flacon contenant 20 ml de milieu,
face endothéliale vers le haut. Un réchauffement a température
ambiante avant utilisation est nécessaire pour rendre les
antibiotiques actifs.

Ces milieux contiennent un milieu nutritif (TC 199, MEM,
Dulbecco, RPMI), une substance colloido-osmotique (chondroi-
tine sulfate, Dextran T-40) permettant de lutter contre I'cedeéme
cornéen, un tampon (Hepes, bicarbonate), des antioxydants, des
antibiotiques, et un indicateur coloré de virage du pH (rouge
phénol). La plupart sont des modifications du milieu décrit par
McCarey et Kaufman [1°1. Les milieux les plus utilisés contien-
nent de la chondroitine sulfate : Optisol®, Optisol-GS®, Likorol®
et Likorol-DX®.

Les milieux avec chondroitine sulfate et Dextran permet-
traient d’atteindre 12 a 14 jours de conservation. En fait,
au-dela de 6-7 jours, aucun milieu n’est parfaitement fiable et
le controle endothélial postconservation devient obligatoire. Les
études cliniques font état d’une durée de conservation ne
dépassant pas une semaine 20, 211,

Les conséquences de la conservation a 4 °C sont une perte
cellulaire endothéliale qui augmente avec la durée de conserva-
tion, des modifications des structures cellulaires, un cedéeme
cornéen, un pléomorphisme et un polymégathisme endothélial.
Means [22] retrouve en moyenne 9,5 a 16 % de 1ésions cellulaires
endothéliales pour une durée de conservation dans 1’Optisol-
GS® de 4 a 21 jours (étude sur la cornée humaine). L'étude de
I’endothélium en microscopie électronique met en évidence des
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lésions de conservation [1°] : turgescence mitochondriale,
condensation de la chromatine en mottes, vacuolisation,
élargissement des espaces intercellulaires, aspect sinueux de la
membrane cellulaire apicale, cytolyse. Modérées apres une
semaine, ces lésions deviennent séveres apres deux semaines de
conservation. La conservation en hypothermie induit une
apoptose de cellules endothéliales et épithéliales et de kératocy-
tes du greffon [23].

On ne retrouve pas de variation biochimique du milieu (pH,
lactates, glucose) jusqu’au 7€ jour, mais des modifications
apparaissent entre le 7¢ et le 14° jour. Il existe une libération
d’enzymes lysosomiales dans le milieu qui augmente avec la
durée de conservation 201,

Les différences entre les divers milieux sont essentiellement
retrouvées in vitro. Ainsi, la morphologie cellulaire endothéliale
est meilleure, I'cedéme cornéen induit plus faible et 'ultrastruc-
ture de I'’endothélium mieux respectée aprés conservation dans
1'Optisol® que dans le Dexsol® 241, In vivo, les études prospec-
tives ne mettent pas en évidence de différences statistiquement
significatives entre les différents milieux commercialisés, en
termes de survie du greffon, de densité¢, de morphologie ou de
perte cellulaire endothéliale postopératoire 120, 211,

L’antibiotique utilisé dans la plupart des milieux est la
gentamicine. Baer [25] a étudié la survie de Streptococcus viridans,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Pseudomonas
aeruginosa dans du milieu M-K avec de la gentamicine a 100 ng/
ml. Le nombre de germes est pratiquement stable pendant la
durée de conservation a +4 °C (18 heures). Apres 80 minutes de
réchauffement a température ambiante, on obtient une diminu-
tion du nombre de germes d’au moins 2 log pour Staphylococcus
et Pseudomonas, alors que Streptococcus reste stable. Des associa-
tions d’antibiotiques ont été étudiées. Ainsi, les associations
vancomycine-gentamicine, teicoplanine-gentamicine ou péni-
cilline G-streptomycine-gentamicine permettent d’améliorer les
capacités bactéricides des milieux de conservation. La stérilité
des greffons ne peut étre obtenue aprés conservation a +4 °C
pour une durée d’environ 5 jours malgré une décontamination
rigoureuse du globe oculaire. Le taux de contamination des
collerettes cornéosclérales aprés conservation a +4 °C est
compris entre 12 et 39 % selon les études publiées [101. La
présence de ces contaminations a +4 °C peut étre expliquée par
I’absence de modification de l'indicateur de pH du milieu de
conservation (les germes présents a +4 °C ne proliférant pas) et
par la trés faible activité des antibiotiques a cette température.
De plus, la courte durée de conservation ne permet pas de
réaliser un contréle microbiologique dans des conditions
optimales. La fréquence des endophtalmies aprés conservation
a 4 °C est de I'ordre de 0,35 % a 0,77 %. Leveille [26] a montré
que la contamination de la collerette sclérale multiplie par 22 le
risque d’endophtalmie. Les infections postopératoires transmises
par un greffon contaminé conservé a +4 °C peuvent étre
dramatique de par la nature et la résistance du germe
(pyocyaniques) [271.

Les résultats cliniques sont bons : le taux de survie du greffon
est de 92 a 100 % a 1 an [20 211, La densité cellulaire endothé-
liale moyenne a 1 an est comprise entre 2 000 et 2 400 cellules/
mm?2[20:21, Néanmoins, plusieurs décompensations
endothéliales primaires du greffon ont été publiées avec une
fréquence allant jusqu’a 4 % des greffes réalisées en fonction des
séries publiées [10, 28],

Conservation de la cornée a moyen terme
en organoculture a +31 °C

Elle a été proposée par Doughman et Lindstrom vers 1975,
puis modifiée par Sperling, Pels et Ehlers et introduite en France
par Delbosc et Hervé. Elle constitue actuellement la méthode de
conservation standard de la plupart des banques de cornées
européennes. Elle permet de stimuler 1’activité métabolique des
cellules. La cornée est conservée a 1'étuve a une température
proche de la température physiologique de la cornée in vivo,
dans un flacon hermétiquement clos contenant 50 a 100 ml de
milieu. La cornée est suspendue dans le milieu a 1’aide d’un fil
passé dans le bouchon et noué au niveau de la collerette
sclérale. Le milieu de conservation et la cornée sont observés
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Figure 3. Morphologie de I'endothélium cornéen humain en organo-
culture. Double coloration par le bleu trypan et le rouge alizarine. On
observe un pléomorphisme (diminution du pourcentage de cellules hexa-
gonales), un polymégathisme (anisocytose), une excentration des noyaux
et des phénomenes de rosettes et de figures de reformation.

quotidiennement et un ou plusieurs controles de stérilité du
milieu de conservation sont effectués durant la conservation. Si
le milieu devient trouble ou jaune ou que les controles revien-
nent positifs, la cornée est éliminée.

Les milieux d’organoculture comportent un milieu nutritif
(MEM, Dulbecco), du sérum de veau fcetal 2 %, des tampons
(Hepes, bicarbonate), des antioxydants, des antibiotiques et
antifongiques (pénicilline-streptomycine-amphotéricine B,
carbénicilline-amikacine-nystatine, ou ticarcilline-amikacine-
nystatine) et un indicateur coloré de virage du pH (rouge
phénol). La durée de conservation autorisée est de 4 a 5 semai-
nes. Néanmoins, il est souhaitable d’utiliser le greffon le plus tot
possible apres la fin de la période de quarantaine microbiologi-
que car la densité endothéliale postopératoire du greffon est
d’autant plus élevée que la durée d’organoculture est courte I3
291, Le milieu est renouvelé tous les 10 ou 14 jours. En France,
les milieux utilisés sont le CorneaPrep® (milieu de transport) et
le CorneaMax® (milieu de conservation), composés de milieu
Dulbecco modifié selon Iscove, de sérum de veau foetal 2 %, de
mercaptoéthanol et thioglycérol, de pénicilline et streptomy-
cine. Des études sont en cours pour évaluer des milieux sans
sérum de veau feetal 1301,

Avant la greffe, il est nécessaire de réaliser une phase de
déturgescence de 24 a 48 heures dans le méme milieu addi-
tionné de Dextran T-500 afin de réduire ’'oedéme stromal induit
par la conservation.

La température de conservation peut étre de +31, +34 ou
+37 °C. Sperling a montré que le nombre de figures de reforma-
tions observées au niveau de la mosaique cellulaire endothéliale
apres 24 heures de conservation en organoculture est minimal
a une température de +31 °C 311,

Les conséquences de la conservation en organoculture sont
une perte cellulaire endothéliale par apoptose qui augmente
avec la durée de conservation, des modifications des structures
cellulaires, un cedéme cornéen, un pléomorphisme et un
polymégathisme endothélial [32-35. La perte cellulaire endothé-
liale moyenne induite par la conservation est comprise entre
11 et 20 % pour une durée moyenne de conservation de 1 a
3 semaines. Elle augmente avec la durée de conservation et en
fonction de la densité endothéliale avant conservation [0l Elle
n’est pas significativement influencée par 1'dge du donneur ni
par le délai post mortem. Schématiquement, on peut retenir
que la conservation en organoculture induit une perte cellulaire
endothéliale proche de 1 % par jour de conservation. Une
nécrose endothéliale compléte pendant la conservation doit
faire suspecter la présence du virus herpétique 36 37l La
morphologie cellulaire endothéliale est modifiée par 1'organo-
culture. Polymégathisme, pléomorphisme, figures de rosettes et
de reformation et excentration des noyaux (Fig. 3) témoignent
des processus de cicatrisation endothéliale qui permettent de
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Figure 4. Ultrastructure de I'endothélium cornéen humain en organo-
culture. Le noyau, les membranes cellulaires et le réticulum endoplasmi-
que sont parfaitement respectés. On observe des vacuoles dans la cellule
endothéliale.

maintenir la continuité de la mosaique cellulaire pendant toute
la durée de la conservation malgré l’expulsion des cellules
mortes 38, Les lésions ultrastructurales des cellules endothéliales
mises en évidence au sein des cornées conservées (vacuoles,
turgescence mitochondriale, dilatation des espaces intercellulai-
res sans ouverture des complexes jonctionnels) sont modérées et
témoignent d'un certain degré de métabolisme anaérobie. Ces
lésions de conservation sont réversibles (Fig. 4).

Pels [0 a montré que l’épaisseur cornéenne augmente
progressivement pendant les 8 a 10 premiers jours de conserva-
tion jusqu’a deux fois 1'épaisseur normale (environ 1 000 a
1 100 pm). Cet cedéme stromal est entierement réversible apres
perfusion en chambre antérieure artificielle [38. La vitesse de
déturgescence diminue avec la durée de conservation. De
meéme, le temps de déturgescence postkératoplastie transfixiante
est d’autant plus long que la durée de conservation est grande.

Les deux membranes limitantes acellulaires ne sont pas lésées
par la conservation, et l'architecture du stroma cornéen est
respectée. L’évolution de la densité kératocytaire du stroma au
cours de la conservation est encore mal connue.

Les 1ésions épithéliales sont plus séveres et, dés le 7¢ jour de
conservation, seule persiste la couche basale de l’épithélium
cornéen central (Fig. 5). Néanmoins, la membrane basale
épithéliale et les hémidesmosomes des cellules basales sont
respectés. Les tight junctions et le cytosquelette d’actine des
cellules épithéliales ne sont pas 1ésés par 1'organoculture 341,

Dans le milieu de conservation, le pH et le taux de glucose
diminuent au cours de la conservation avec consommation
d’oxygene et production de lactate [3°1. Le rapport lactate/
glucose est supérieur a 1. Lass 401 a montré que la diminution
du pH du milieu de conservation se fait de maniére réguliere
(diminution d’environ 0,15 unité par semaine) sur 4 semaines
alors que le pH intracornéen reste stable pendant la méme
période.

La conservation en organoculture a +31 °C permet d’assurer
la stérilité des greffons cornéens avec une fiabilité presque
parfaite. Dans une étude portant sur 409 cornées conservées en
organoculture et greffées, tous les liquides de conservation
étaient stériles au moment de la greffe et le taux de contami-
nation des collerettes cornéosclérales était minime (0,7 %) [411,
Cette contamination était de faible importance et pouvait
correspondre a une souillure. D’autres études [ 42| faisaient état
d'un taux de contamination de 4 a 7 %. Une étude récente
incluant 1 029 cornées délivrées pour la greffe rapporte un taux
de contamination du milieu de déturgescence de 2,5 % 43I, Ces
résultats sont nettement meilleurs que ceux obtenus apres
conservation a +4 °C. Cette sécurité microbiologique est le fruit
d'une décontamination rigoureuse, d'une conservation a +31 °C
pendant au minimum 2 semaines (période de quarantaine
permettant aux germes ayant résisté a la décontamination de se
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: A R = i
Figure 5. Ultrastructure de I'épithélium cornéen humain en organocul-
ture. Les couches intermédiaire et superficielle de I’épithélium ont des-
quamé. La membrane basale et les hémidesmosomes des cellules basales
sont respectés. La membrane de Bowman sous-jacente est normale.

développer et par 1a méme de faire virer l'indicateur de pH du
milieu), et du controle microbiologique fait au cours de la
conservation. La contrepartie de la sécurité microbiologique
obtenue a +31 °C est une perte de greffons par infection au
cours de la conservation. La fréquence des infections lors de la
conservation diminue avec l’expérience des techniciens de la
banque. Un taux de contamination proche de 5-10 % semble
acceptable. Les germes les plus souvent isolés pendant 1’organo-
culture sont Staphylococcus, Pseudomonas et Escherichia coli ; ils
sont souvent multirésistants aux antibiotiques [0, 411,

Un des buts recherchés par les promoteurs de I’organoculture
était de supprimer les échecs primaires des kératoplasties
transfixiantes dus a une insuffisance de qualité endothéliale du
greffon. Cet objectif est atteint en dehors des rares cas de
décompensation endothéliale primaire définitive du greffon dus
a une infection herpétique. En termes de transparence du
greffon, les résultats de la littérature au-dela de 1 an sont
bons 44 451, Le pourcentage de greffons clairs varie entre 80 et
100 % suivant les études aprés un suivi de 1 a 5 ans. L'étude de
Moll [44] ne retrouve pas de différences statistiques entre le
pourcentage de greffons clairs a 2 ans apres conservation a
31 °C dans un milieu a base de MEM, et le pourcentage de
greffons clairs a 2 ans apres conservation a 4 °C dans du milieu
M-K. Rijneveld [#5] rapporte les mémes constatations apreés un
suivi de 2 ans. Néanmoins, il faut noter que les effectifs de ces
études comparatives sont assez faibles, compris entre 18 et
136 dans les divers groupes. L’étude de Volker-Dieben 8! porte
sur des effectifs de 238 greffes dans le groupe 31 °C et 239 dans
le groupe 4 °C. Apres ajustement du degré de néovascularisation
de la cornée du receveur, la survie sans opacification du greffon
est statistiquement meilleure dans le groupe 31 °C que dans le
groupe 4 °C.

L’épaisseur cornéenne centrale 2 a 60 mois apres kératoplastie
est normale dans les diverses études [44-46l. Les valeurs moyen-
nes sont comprises entre 480 pm et 565 pm. Au 1°¢ jour,
I’épaisseur cornéenne centrale est plus importante apreés conser-
vation a 34 °C qu’aprés conservation a 4 °C. A partir du 21°
jour, cette différence disparait. Les observations de Rijneveld 4
sont identiques. La période de déturgescence postopératoire du
greffon est plus longue aprés une conservation a 31 °C qu’apres
une conservation a 4 °C.

La perte cellulaire endothéliale apres kératoplastie est simi-
laire a celle observée avec les greffons conservés en hypother-
mie [l En termes d’acuité visuelle, les résultats 2 ans apres
kératoplastie sont bons. Les études comparant la conservation a
31 °C et celle a 4 °C [44 45 retrouvent des résultats trés proches
dans les deux groupes. Dans 1'étude de Moll [#4], I'acuité visuelle
moyenne corrigée est de 0,49 dans le groupe 31 °C et 0,47 dans
le groupe 4 °C. Elle est de 1,00 dans le groupe 31 °C et
0,98 dans le groupe 4 °C, dans 'étude de Rijneveld 145,
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Figure 6. Arbre décisionnel. Prélevement et conservation du greffon.

Conservation de la cornée a long terme :
cryoconservation et vitrification

La cryoconservation est actuellement pratiquée dans de rares
centres a 'aide de la technique de Capella et Kaufman 47! ou de
protocoles issus de celle-ci. Celle-ci consiste a conserver la
cornée dans une solution contenant un cryoprotecteur, le
DMSO (diméthylsulfoxyde), dans une cuve d’azote liquide
(-196 °C). La congélation se fait par un programme de descente
en température progressive (2 °C par minute jusqu’a -14 °C,
suivi d'un transfert de chaleur entrainant une remontée en
température a -9 °C, puis 3 °C par minute jusqu’a -80 °C), apres
cryoprotection par des bains de concentration croissante en
DMSO (2, 4, 6 puis 7,5 %) et sucrose (2,5, 5, 7,5 puis 10 %) a
+4 °C. La décongélation est réalisée a 1’aide d'un bain-marie et
suivie d'une dilution du cryoprotecteur.

Les conséquences de la cryoconservation sur 1’endothélium
cornéen sont assez séveres: perte cellulaire, cellules multinu-
cléées, clivage entre endothélium et membrane de Descemet,
polymorphisme et pléomorphisme séveres, cytolyse.

Les résultats cliniques sont moins bons que ceux des autres
méthodes mais la durée de conservation est théoriquement
illimitée. La plupart des densités endothéliales postopératoires
sont inférieures a 1 000 cellules/mm?.

Une voie de recherche est celle de la vitrification qui permet-
trait, en augmentant la viscosité, d’inhiber la production de
cristaux, source des lésions cellulaires. Néanmoins, la vitrifica-
tion nécessite 1'utilisation de fortes concentrations de cryopro-
tecteurs eux-mémes toxiques pour la cellule.

La cryoconservation peut étre utilisée pour conserver 1'archi-
tecture du tissu cornéen (lamelles de collagene), sans conserva-
tion de la viabilité cellulaire. Cette cryoconservation permet
d’avoir a disposition en permanence des greffons cornéens

6

destinés a des greffes architectoniques utilisables éventuellement
en urgence. Le greffon est placé directement a basse température
dans un tube a congélation sans programme de descente en
température progressif. La température de conservation peut étre
-40 °C ou -80 °C pour une durée de 1 an. Avant utilisation, le
greffon est incubé a température ambiante dans un flacon de
milieu de déturgescence permettant de disposer d’un tissu
suturable lors de l'intervention.

Controle de stérilité du greffon destiné
a la kératoplastie transfixiante

Plusieurs méthodes sont utilisées : écouvillonnage du limbe
apres décontamination et avant dissection de la cornée, culture
du milieu d’organoculture (trypticase soja, thioglycolate, coeur-
cervelle, Sabouraud, milieux d’hémoculture), observation
quotidienne du milieu d’organoculture. Le systéme utilisant des
milieux d’hémoculture (Bactec™ Plus aérobie et Bactec™ Lytic
10 anaérobie) placés dans un incubateur spécial permet d’isoler
les bactéries et les champignons avant la modification de
couleur du milieu [48 49, A +4 °C, la durée de conservation est
trop bréve pour qu’un contrdle de stérilité du milieu puisse étre
réalisé dans des conditions satisfaisantes.

Cession du greffon (fig. 6)

Seule une banque de cornées autorisée peut délivrer un
greffon cornéen. Tous les greffons échangés doivent transiter par
une banque autorisée. Dans tous les cas, un greffon ne peut étre
délivré pour la greffe que s’il n'y a pas de contre-indication
générale chez le donneur, avec des résultats sérologiques
négatifs pour le VIH, les hépatites B et C, I'HTLV et la syphilis
et une négativité des contrdles de stérilité réalisés. En cas de
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kératoplastie lamellaire antérieure, aucun contrdle endothélial
n’est réalisé. En cas de kératoplastie transfixiante ou de kérato-
plastie lamellaire postérieure, I’endothélium cornéen doit
satisfaire aux criteres de qualité exigés avant et apres conserva-
tion. Le greffon est conditionné pour le transport et accompa-
gné de sa fiche suiveuse et de la fiche de transport. Au bloc
opératoire, le chirurgien doit prendre connaissance de la fiche
suiveuse sur laquelle figurent les résultats des contrdles de
qualité et de stérilité du greffon, les antécédents du donneur et
les résultats des sérologies. Un exemplaire signé de la fiche
suiveuse est retourné a la banque de tissus afin d’assurer la
tracabilité. Un dispositif de biovigilance mis en place en
décembre 2003 permet de surveiller les incidents et les risques
d’incidents relatifs aux greffes de tissus.

Bl Conclusion

Les exigences légales actuelles imposent au chirurgien-
ophtalmologiste de pouvoir assurer un niveau de sécurité
optimale a son patient tant sur le plan de la qualité du tissu
greffé que sur celui de la sécurité de la greffe. Les techniques
actuelles de conservation mises en ceuvre par les banques de
cornées doivent permettre de minimiser les risques d’échec
primaire de la greffe par insuffisance de qualité du greffon et de

Points importants

Greffon cornéen

Le prélevement de cornée a la morgue est réalisé en
France par excision in situ aprés sélection du donneur
selon les critéres recommandés par les associations de
banques de cornées.

Parmi les contre-indications au préléevement, les
pathologies les plus dangereuses pour le receveur sont la
rage, les maladies a prions, I’'hépatite B et |'infection
herpétique. L’age du donneur n’est pas une contre-
indication au prélevement.

La conservation du greffon est assurée par des banques de
cornées autorisées qui prennent également en charge le
controle de qualité et de stérilité du greffon, la gestion des
controdles sérologiques du donneur, la tracabilité entre
donneur et receveur, et la distribution des greffons aux
équipes de greffes.

La conservation de la cornée peut étre faite a court terme
(1 semaine) en milieu liquide a +4 °C ou bien a moyen
terme (2 a 5 semaines) en organoculture a +31 °C. Les
Iésions de conservation induites par ces deux techniques
sont modérées et les résultats cliniques des kératoplasties
transfixiantes sont bons.

La stérilité du greffon est obtenue dans plus de 95 % des
cas en organoculture alors qu’elle ne I'est que dans moins
de 85 % des cas a +4 °C.

Un contréle de qualité de I'endothélium du greffon est
réalisé en fin de conservation pour évaluer la densité
cellulaire, la viabilité et la morphologie cellulaire. Une
cornea guttata est également recherchée lors de ce
contrdle.

Ces techniques de conservation doivent permettre de
minimiser les risques d’échec primaire de la greffe par
insuffisance de qualité du greffon et de transmission de
maladie du donneur au receveur.

L’'ophtalmologiste est partie prenante des structures de
conservation en tant que préleveur et greffeur. Les équipes
de prélevement et de greffes sont en effet membres de
droit du comité médicotechnique de la banque de tissus a
laquelle elles sont affiliées.
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transmission de maladie du donneur au receveur. L’'ophtalmo-
logiste est partie prenante des structures de conservation en tant
que préleveur et greffeur. L’équipe de greffe est membre de droit
du comité médicotechnique de la banque de cornées a laquelle
elle est affiliée.
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