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Principales abréviations 

 

BR = Bioréacteur cornéen, dispositif destiné à la conservation et la caractérisation des greffons 

cornéens. 

BSS = Balanced Salt Solution, solution saline de pH physiologique servant au rinçage des tissus 

et cellules.  

CE(s) = Cellule(s) endothéliale(s), cellule non régénérative située sur la face interne de la cornée 

et permettant le maintien de la transparence cornéenne. 

DMEK = Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty, technique de greffe cornéenne 

lamellaire postérieure manuelle. 

DSAEK = Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty, technique de greffe 

cornéenne lamellaire postérieure avec découpe automatisée 

DCE = Densité Cellulaire Endothéliale, densité de cellules de l’endothélium cornéen, 

généralement exprimée en cellules/mm2. 

HEC = Coloration Hoescht – Ethidium – Calcéine, coloration cellulaire permettant une 

estimation de la densité cellulaire viable d’un endothélium cornéen. 

LASIK = LAser in SItu Keratomileusis, chirurgie réfractive cornéenne consistant à remodeler la 

forme de la cornée à l’aide d’un laser excimer afin d’améliorer la vision. 

OCT = Optical Coherent Tomography, technique d’imagerie basée sur le principe 

d’interférométrie pouvant réaliser une image en coupe de tissus transparents, sans contact. 

PIO = pression intra-oculaire 
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La cornée est le premier et plus puissant dioptre oculaire, elle permet, avec le cristallin, 

l’obtention d’une image ponctuelle rétinienne. Elle est composée de trois principales 

structures : l’épithélium (en contact avec l’extérieur), le stroma (fibres de collagène composant 

90% de l’épaisseur de la cornée) et l’endothélium (monocouche de cellules hexagonales 

régulant l’hydratation de la cornée) (1). Elle est le principal dioptre oculaire, dont les deux 

propriétés essentielles sont la sphéricité et la transparence.  

En cas de perte totale de transparence cornéenne, il existe une baisse d’acuité visuelle 

importante et le seul traitement envisageable est alors la greffe de cornée ou kératoplastie. Avec 

près de 200 000 personnes opérées chaque année dans le monde, la greffe de cornée 

(kératoplastie transfixiante, lamellaire antérieure et postérieure) est la greffe la plus 

fréquemment pratiquée au monde (2). Néanmoins, la pénurie de donneurs reste immense 

puisque les besoins mondiaux sont 70 fois plus importants (3). 

En effet, il existe actuellement peu d’alternatives thérapeutiques à la greffe de cornées 

issues de donneurs pour traiter les affections cornéennes responsables d’un handicap visuel. 

Les xénogreffes présentent un grand risque de rejet et rencontrent des obstacles éthiques et 

sécuritaires importants ; les cornées artificielles sont en échec depuis 40 ans et celles qui 

existent, malgré tout actuellement, ne concernent que quelques milliers de cas désespérés dans 

le monde ; les cornées entières bio-ingéniérées en laboratoire sont encore du domaine de la 

recherche (4-7). Toutes les techniques de greffes actuelles sont donc totalement dépendantes 

des prélèvements effectués sur donneurs décédés puis conservés (Mémoire de master 2 Garcin 

T).  

Tout processus susceptible d'augmenter le nombre et la qualité des greffes disponibles 

mérite donc d'être exploré. 

Durant les 70 années qui ont suivi la première kératoplastie réalisée au début du 20ème 

siècle, la cornée prélevée était immédiatement greffée dans les heures suivant la mort du 

donneur. Avec ces greffes dites fraîches, le délai très court entre la mort et la transplantation 

permettait de préserver la viabilité du tissu cornéen et surtout de son endothélium, une couche 

monocellulaire située à l’intérieur de la cornée, dépourvue de capacité de prolifération et 

nécessaire au maintien de la transparence cornéenne par effet de barrière et de pompage de l'eau 

du stroma cornéen. La greffe fraîche, en revanche, ne permettait aucune flexibilité 

organisationnelle, restait limitée à l'échelle d'un service hospitalier et surtout n'assurait pas de 

sécurité microbiologique satisfaisante. 
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Pour surmonter ces inconvénients majeurs bloquant la propagation de la transplantation, 

les banques de cornées ont été développées dans les années 1970, d’abord aux États-Unis.  

Dès lors, La conservation des greffons cornéens s’effectue selon 2 techniques dans le 

monde : hypothermie (HT) à court terme à 4°C (5-10 jours), aux USA principalement, et 

organoculture (OC) à +31°C (jusqu’à 35 jours) en Europe (8, 9). Ces 2 techniques que tout ou 

presque oppose, donnent des résultats cliniques équivalents (10, 11). 

Ces deux techniques de conservation, développées dans les années 70 et n’ayant fait l’objet 

d’aucune amélioration significative depuis sont des techniques de conservations dites passives. 

Elles consistent simplement à immerger la cornée, isolée du reste du globe oculaire, dans un 

liquide de conservation dérivé de la biologie cellulaire. Le milieu d’organoculture contient du 

sérum de veau fœtal pour assurer la survie des cellules au fil du temps, mais le milieu de 

conservation hypothermique ne le fait pas en raison des activités métaboliques réduites dues au 

froid. Aucune de ces deux techniques ne tient compte de la physiologie cornéenne et en 

particulier du rôle critique de la pression intra-oculaire qui permet le maintien du stroma 

cornéen dans un état de déturgescence. Ainsi, l’un des inconvénients majeurs de la conservation 

en organoculture est donc l’apparition d’un important œdème de cornée (12-15) qui nécessite 

de réaliser avant la greffe une phase de déturgescence pourvoyeuse d’une mortalité cellulaire 

endothéliale importante (16-18). 

Malgré l’immense service rendu depuis des années et encore aujourd'hui par ces deux 

techniques de conservation, il existe une altération irréversible de l’endothélium cornéen 

pendant la période de conservation, avec en particulier une perte de cellules endothéliales 

accrue, cent fois plus rapide que in vivo. 

Cette perte cellulaire endothéliale accélérée pendant la conservation a plusieurs 

conséquences:  

- Elle réduit pour le receveur le capital cellulaire disponible, alors qu’il s’agit d’un des 

facteurs déterminant la survie du greffon. 

- Pour les banques de cornées, cela implique l'existence d'une limite de durée de 

conservation : au-delà, le risque est trop élevé d'avoir une greffe de mauvaise qualité 

entraînant une survie anormalement courte chez le receveur ou, dans les cas les plus 

extrêmes, un échec primaire de greffe défaillance primaire. 

- L’œdème induit lors de la conservation trouble et plisse la cornée et les banques de 

cornées ne sont en mesure ni de réaliser le comptage des cellules endothéliales en 
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microscopie spéculaire non invasive ni de caractériser les qualités optiques du tissu 

cornéen de façon pertinente, données pourtant primordiales pour le résultat visuel. Ce 

contrôle tissulaire est devenu indispensable et devrait porter sur trois points essentiels 

: la transparence afin de détecter un défaut localisé ou global, l’épaisseur centrale de la 

cornée (importante en vue de découpe des greffons endothéliaux directement par les 

banques de cornées.) et enfin, la détection d’une interface séquellaire de chirurgie 

réfractive (découpe laser femto seconde intra-cornéenne correctrice des défauts 

réfractifs).  

- Enfin, il est également responsable d'une partie de la destruction des greffes par les 

banques de cornées lorsque leur qualité devient insuffisante. Ainsi, 34% des 40894 

cornées conservées en organoculture en Europe en 2016 (EEBA, 2018) et 39% des 

136318 cornées conservées en hypothermie aux États-Unis en 2016 (EBAA, 2017) 

n'ont pas été utilisées pour la kératoplastie. La dégradation de la qualité cellulaire 

représente une cause fréquente de non-conformité des greffons cornéens, mais les 

données des deux registres cités ne nous permettent pas de la quantifier avec précision. 

Par expérience, on l'estime entre 10 et 20%. 

C’est dans ce contexte que dès 2010, le laboratoire BiiGC, Biologie, ingénierie et imagerie 

de la Greffe de Cornée (BiiGC, EA 2521), en collaboration avec l’Etablissement Français du 

Sang de St-Etienne, a conçu un bioréacteur (BR) cornéen totalement novateur, destiné à 

améliorer la conservation des greffons cornéens, diminuer le taux de non-conformité cellulaires 

en rétablissant, dès le prélèvement, des conditions physiologiques de « PIO » et de circulation 

de liquide au même rythme que l’humeur aqueuse baignant naturellement l’endothélium. 

En reconstituant un environnement cornéen plus physiologique, le BR rompt le cercle 

vicieux hypotonie / œdème cornéen / lésions endothéliales et définit ainsi la notion de 

conservation active. 

Ce BR comporte une partie stérilisable en « version laboratoire » ou jetable en « version 

industrielle future »- destinée à recevoir la cornée et une unité de contrôle réutilisable qui assure 

la régulation des 2 paramètres (PIO et débit). Parallèlement au développement d’un bioréacteur 

destiné à la conservation cornéenne humaine, un bioréacteur « recherche » a été développé dans 

le but d’obtenir une modélisation de la conservation cornéenne humaine et animale. Ce modèle 

de conservation permet d’obtenir des greffons de grandes qualités (19) cellulaires et le 

développement de nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques.  
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J’ai rejoint l’équipe de recherche du laboratoire BiiGC lors de mon année recherche en 

2012-2013 et nous avons pu montrer dans un premier temps qu’il était possible d’intégrer des 

instruments de contrôle de qualité cellulaire et tissulaire sur des cornées humaines conservées 

en BR.  

L’objectif de ce travail de thèse était, dans un second temps, de quantifier la viabilité 

cellulaire endothéliale des cornées conservées en BR dès le prélèvement, avant l’apparition des plis 

endothéliaux les plus importants et des lésions cellulaires irréversibles et de comparer la 

conservation en BR à la conservation standard en organoculture. 

La première partie de notre thèse constitue une synthèse bibliographique concernant : 

(1) l’anatomie, (2) la conservation et l’évaluation des greffons cornéens ; (3) le développement 

et la validation du bioréacteur cornéen. 

La seconde partie de notre thèse présente quatre articles originaux rédigés à partir 

d’études cliniques et épidémiologiques réalisées en partenariat avec le CHU de Besançon et des 

résultats expérimentaux obtenus tout au long de ces trois années de doctorat. L’ensemble de ces 

articles a pour objectif de montrer l’évolution de la greffe de cornée en France et de ses moyens 

de conservation. Les limitations actuelles de la greffe de cornée en matière de perte cellulaire 

endothéliale post-opératoire et enfin les apports du BR. 

Le premier article, intitulé « Eye banking : hier, aujourd’hui, demain » est un chapitre 

d’ouvrage et a été publié dans le bulletin de la société française d’ophtalmologie. Cet article 

met en avant l’évolution des méthodes de conservation des greffons cornéens. 

Un second article, intitulé « Corneal transplantation trends in France from 2004 to 2015: 

A 12-year review» publié dans l’European journal of ophthalmology, présente l’évolution de la 

greffe de cornée en France et évalue 12 ans d’indications et de techniques chirurgicales. 

Un troisième article, intitulé “Very early endothelial cell loss after penetrating 

keratoplasty with organ-cultured cornea” publié dans le british journal of ophthalmology évalue 

la perte cellulaire endothéliale ultra précoce des greffes transfixiantes issues de greffons 

conservés en organoculture et met en avant les limitations connues de cette technique de 

conservation actuellement référence en Europe. 

Un quatrième article, intitulé « Innovative corneal bioreactor for long-term eye 

banking», en cours de publication est une étude pré-clinique soutenue par l’Agence de la 

Biomédecine. Cette étude a permis de comparer la conservation des cornées en bioréacteur 

versus en organoculture. 
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CHAPITRE I : TISSU CORNEEN 

1. Généralité 

La cornée, tissu avasculaire et transparent est la partie la plus antérieure de la paroi du 

globe oculaire, en contact direct avec le monde extérieur. Sa face antérieure est recouverte du 

film lacrymal et sa face postérieure baigne dans l’humeur aqueuse de la chambre antérieure de 

l’œil. Elle est en continuité avec la sclère, la zone de transition cornée-sclère constituant le 

limbe, structure richement vascularisée, source de cellules souches épithéliale. 

La cornée est convexe et asphérique lui conférant un pouvoir réfractif correspondant aux 

deux tiers du pouvoir réfractif de l’œil. Ses propriétés optiques dépendent de son anatomie à 

savoir sa forme, sa courbure (puissance), son épaisseur (transparence), de la régularité de la 

surface oculaire, et de la composition de chaque couche. La lumière est transformée en énergie 

chimique et électrique au niveau de la rétine puis transmise au cerveau par l'intermédiaire du 

nerf optique avec analyse et interprétation de l’information dans le cortex visuel.  

La cornée mesure en moyenne à l’âge adulte 11.5 mm de diamètre et possède une épaisseur 

centrale moyenne de 536 µm±31 µm (intervalles de confiance à 95% : 474 à 596 µm) (20). 

De forme prolate, son rayon de courbure (analysable en topographie cornéenne) est 

variable ; 7,8 mm horizontalement, 7,7 mm verticalement à la face antérieure de la cornée, alors 

qu'au niveau interne, elle est de 6,6 mm en vertical et de 6,2 en horizontal. La cornée est 

asymétriquement asphérique (asphérotorique), la portion nasale étant plus plate que la portion 

temporale. 

Histologiquement, elle est composée de 5 couches (Figure 1) composées, de l’extérieur 

vers l’intérieur de l’œil de:  

- l’épithélium (environ 50 µm d’épaisseur), comprenant 5 à 7 couches de cellules dans 

sa partie centrale. Il possède un rôle de barrière.  

- la couche de Bowman, couche acellulaire de 8 à 14 µm d’épaisseur composée de fibres 

de collagènes non-organisées, réparties aléatoirement dans une matrice de substance 

fondamentale. Son rôle concerne l’échange de substances nutritionnelles, 

l’imperméabilité et la structure de soutien du tissu cornéen.  
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- le stroma (90% de l’épaisseur cornéenne), est principalement composé de lamelles de 

collagène très organisées spatialement. Les kératocytes responsables de la sécrétion de 

ce collagène, représentent 3 à 5% du volume stromal. 

- la membrane de Descemet, membrane basale de l’endothélium cornéen, amorphe 

résistante et élastique mesurant de 8 à 12 µm d’épaisseur chez l’adulte.  

- l’endothélium, couche la plus profonde de la cornée en contact avec l’humeur aqueuse. 

C’est une monocouche de cellules non-régénératives majoritairement hexagonales 

ayant pour rôle le contrôle et la régulation de l’hydratation de la cornée.  

A l'état normal, la cornée est transparente grâce au parfait arrangement -unique dans le 

mode du vivant de ses fibres de collagènes. Elle le reste grâce à la fonction de « pompe 

endothéliale » qui lutte en permanence contre l'hydrophilie spontanée du stroma et permet le 

maintien de l’hydratation de la cornée à 78% d’eau par milligramme de tissu (21).: la cornée 

reste ainsi en état de perpétuelle déturgescence, garde une épaisseur constante et une 

organisation stable de son stroma. Le rôle de l’endothélium, qui ne représente que 2% de 

l’épaisseur d’une cornée adulte est donc tout à fait essentiel à la fonction visuelle. Ainsi, la perte 

des cellules endothéliales (CEs) entraine la formation d’un œdème cornéen et la perte de la 

vision. 

      

 

 

 

  

Figure 1. Histologie de la cornée humaine en coupe transversale en microscopie optique.  (Images de BiiGC/He 

et Dumollard) 
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2.  Histologie 

a) L’Epithélium cornéen 

L’épithélium cornéen (Figure 2 A-D) est malpighien pavimenteux stratifié non kératinisé, 

d’une épaisseur de 30 à 50 µm. Il est composé de trois types de cellules épithéliales (cellules 

superficielles, intermédiaires et basales) reposant sur la membrane basale (composée de la 

lamina lucida et de la lamina densa). Il a des capacités d’hyper ou d’hypoplasie pour compenser 

un creux ou un aplatissement de la courbure cornéenne. 

Il repose sur la membrane de Bowman, structure acellulaire de 12 µm, correspondant à une 

condensation de fibres de collagènes et de protéoglycanes. 

 

Figure 2 : Epithélium cornéen et membrane de Bowman (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne) 

2A : Epithélium cornéen en microscopie optique coloration hématoxiline, éosine, safran  

2B : Membrane de Bowman en microscopie optique coloration hématoxiline, éosine, safran 

2C : Membrane de Bowman en microscopie électronique à balayage 

2D : Epithélium cornéen et membrane de Bowman en microscopie électronique à balayage  
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b) Le stroma cornéen 

Structure avasculaire représentant 90% de l’épaisseur cornéenne, il est composé d’une 

matrice extracellulaire, de fibrocytes ou kératocytes et de fibres nerveuses. Les cellules n’en 

constituent que 1 à 2%. Les molécules de collagène du stroma s’organisent en fibres disposées 

en 250 à 300 lamelles superposées. Les lamelles s’étendent sans interruption de limbe à limbe 

(22). Au centre de la cornée, environ 60% des fibres sont orientées orthogonalement et 40% 

obliquement (23-25). Ces directions orthogonales préférentielles sont encore plus prononcées 

à la périphérie cornéenne (24, 26-28) et varie également du stroma antérieur (lamelles très 

enlacées) au stroma postérieur (lamelle plus lâche) (28-30). 

Au niveau microscopique (Figure 3), il existe une régularité du diamètre des fibres de 

collagène (de 22,5 à 35 nm) (31, 32) et de l’espacement des fibrilles de collagène entre elles 

(57 nm en centro-cornéen et en moyenne jusqu’à 67nm au niveau limbique) (33) permettant 

d’assurer la transparence cornéenne. L’organisation des fibres de collagène est maintenue par 

des protéoglycanes associés aux fibres de collagène (34). 

Les kératocytes sont organisés en feuillets denses entre les lamelles de collagène (35). 

Ils sont à l’origine de la synthèse de protéines structurales et régulatrices.  

Le stroma confère à la cornée la majorité de ses caractéristiques (solidité, stabilité de forme 

et transparence), attribuables à ses différentes propriétés anatomiques, biochimiques et 

biomécaniques. 

 

Figure 3 : (A) Image en microcopie électronique à balayage d’un entrelacement de lamelles de collagène du stroma 

moyen. (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne) ; (B) Image du stroma cornéen humain sain en microscopie 

électronique à transmission par coupe ultrafine (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne); (C) Structure en 3-

D du collagène par la technique de congélation ultrarapide/gravure. Grande flèche : fibre de collagène, petite flèche : pont 

reliant deux fibres entre elles. (d’après Hirsch, Exp. Eye Res, 2000) 
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c) La membrane de Descemet 

Elle correspond à la lame basale de l’endothélium. Elle est formée de deux feuillets 

- Un feuillet antérieur d’origine embryonnaire situé au contact du stroma antérieur, 

appelé « partie striée » ou « partie embryonnaire ». Il se caractérise par une structure 

striée produit par les cellules endothéliales (CE) immatures avant la naissance  

- Un feuillet postérieur, « partie non striée » ou « partie adulte » situé au contact de 

l’endothélium et produit par des CE matures. Il se forme après la naissance et n’a pas 

de structure striée. 

Les feuillets antérieurs et postérieurs diffèrent dans leur composition et leurs structures. 

Ainsi, le feuillet antérieur comprend les chaines alpha 1 et 2 de collagène IV ainsi que 

de la fibronectine et joue un rôle dans l’adhésion avec le stroma. Le feuillet postérieur 

contient les chaines alpha 3 et 5 de collagène IV, de l’entactine/nidogène, de la 

laminine-A et du perlécane (36). 

Son épaisseur augmente avec l’âge (de 3µm à la naissance à 6 à 8 µm à l’âge adulte) et est 

fine et lisse au centre de la cornée et plus épaisse et irrégulière en périphérie cornéenne 

avec l’existence de corpuscules de Hassal-Henlé à l’extrémité de la membrane de descemet 

(Figure 4). Elle est extrêmement solide mais incapable de régénération. 

 

Figure 4 : Variations de l’épaisseur et de l’irrégularité de surface  du centre à l’extrême périphérie de la MD. (Propre 

observation de BiiGC et de CMES/He, Dumollard et Thuret )  
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d) L’endothélium cornéen 

Description 

L’endothélium est une monocouche d’environ 300 à 500 000 cellules hexagonales non-

régénératives (Figure 5). Le pôle apical des cellules baigne dans l’humeur aqueuse et les 

cellules sont agencées en nid d’abeille (37, 38). Le pôle basal adhère à la membrane de descemet  

et les cellules présentent de nombreuses extensions et interdigitations (39). Chez l’adulte, les 

CE ont un diamètre moyen de 20 à 25 µm (surface moyenne de 240 à 350 µm2), une épaisseur 

de 3 à 5 µm (40). 

 

 

Figure 5 : Morphologie de l’endothélium cornéen humain. A) Contours cellulaires colorés par le rouge alizarine sur 

une cornée montée à plat; B) Contours cellulaires colorés par le rouge alizarine associés à un marquage des noyaux  par 

Hoechst sur une cornée montée à plat; C) Histologie d’une cornée en coupe transversale utilisant  la coloration HES D) 

Modèle « Nid d’abeille» de morphologie similaire aux CE cornéennes. (Images de BiiGC/He et Dumollard) 
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À la naissance la densité cellulaire endothéliale (DCE) est d’environ 6000 cellules/ mm². 

Il existe ensuite une décroissance cellulaire progressive avec l’âge à l’origine de 

polymégathisme (augmentation de la taille de ces cellules par un processus de migration 

élargissement) et de pléomorphisme (perte de la structure hexagonale) sans renouvèlement 

directement observable par mitose. L’organisation anatomique des cellules endothéliales en 

périphérie de l’endothélium laisse supposer l’existante de niches périphérique à l’origine d’une 

lente migration cellulaire centripète, de la périphérie vers le centre de l’endothélium. Cette 

faible régénération des cellules endothéliales est cependant insuffisante pour compenser les 

pertes cellulaires (41). La DCE n’est pas uniforme, on peut observer une augmentation de la 

DCE de la périphérie de l’endothélium vers le centre (42). Le noyau des CEs est large et quasi 

rond au centre de la cornée, et plus oblongue à la périphérie (Figure 6). De nombreuses jonctions 

intercellulaires sont présentes. Les jonctions serrées sont organisées en réseaux fortement liés 

au cytosquelette des cellules (43, 44). La nutrition de l’endothélium est principalement assurée 

par l’humeur aqueuse, constamment renouvelée à un débit de 2,6 µL/min (45).  

 

 

Figure 6 : Différentes DCE et morphologies nucléaires entre la périphérie et le centre de l’endothélium humain d’une 

cornée fraîche par coloration Hoechst. (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne, He Z.) 
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Fonction 

L’endothélium cornéen sert de barrière partiellement étanche grâce à son réseau de 

jonctions serrées. Le flux d’humeur aqueuse de la chambre antérieure de l’œil vers le stroma 

est limité (43). Cette barrière restreint également de manière sélective la diffusion d’ions et le 

transport de macromolécules (46). L’intégrité de cette barrière dépend notamment de la 

présence de calcium (47) et du pH (tolérance de 6,8 à 8,2) (48).  

La fonction essentielle de l’endothélium est de réguler l’hydratation cornéenne pour 

maintenir constant les 78% d’eau dans le stroma grâce aux pompes NaKATPase. Le 

fonctionnement de cette pompe endothéliale (Figure 7) nécessite la présence de glucose, 

d’oxygène et de certains ions comme le bicarbonate. Cette fonction ne peut être assurée que si 

le nombre de sites ATPase sodium-potassium de l’endothélium est suffisant.  

La densité des sites de pompes endothéliales est de 2,1 x 106 sites par cellules chez 

l’homme (49) et reste constante au cours du vieillissement (49).  

La fonction de pompe endothéliale génère un flux absolu d’eau du stroma vers la chambre 

antérieure de 5 à 7µL/cm²/h (50, 51). Son composant actif principal est le transport d’ions 

bicarbonate (HCO3-) du stroma vers l’humeur aqueuse (52, 53).  

 

 

Figure 7 : Schéma de la pompe endothéliale régulant l’hydratation stromale ; A : un gradient de sel est produit par 

les différentes pompes ioniques, B l’eau est passivement transporté vers la chambre antérieure via le transport d’ions 

bicarbonates (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne). 
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CHAPITRE II : CONSERVATION DES GREFFONS CORNEENS: ETAT DE 

L’ART ET OPTIMISATIONS 

1. Historique  

En 1796, Erasmus Darwin est le premier à évoquer le concept de greffe de cornée dans un 

ouvrage intitulé Zoonomia. En 1824, Franz Reisinger crée le terme kératoplastie et, il est le 

premier à imaginer le remplacement chez l’homme de la cornée opaque par une cornée animale 

transparente. La première kératoplastie chez l’homme est réalisée en 1838 par Richard Kissam 

à partir d’une cornée porcine (54). Au cours du 19 ème siècle, des tentatives de xénogreffes sont 

répétées. Le premier succès de greffe lamellaire à partir d’une cornée humaine est rapporté en 

1886 par Von Hippel (55). Mais c’est à l’ophtalmologiste allemand, Edouard Zirm que l’on 

doit la première greffe cornéenne de pleine épaisseur, réalisée en 1906 à partir de l’œil énucléé 

d’un jeune garçon de 11 ans (56). La diffusion de la greffe de cornée à partir de cornées fraiches 

a été initialement difficile à développer du fait d’une pénurie de tissus prélevés, les dons étant 

issus essentiellement de donneurs vivants aveugles ou lors d’exécutions capitales. C’est en 1935 

que Filatov introduit le concept de prélèvement sur donneurs décédés (57) et développe une 

chambre humide de conservation cornéenne permettant de préserver des globes oculaires 

énucléés pendant 24 à 36 heures (58). Un des progrès majeur en matière de conservation 

cornéenne correspond à l’introduction aux Etats-Unis en 1974 du milieu de Mc Carey-Kaufman 

permettant de conserver des cornées de globes énucléés jusqu’à 5 jours à +4°C (59, 60). Une 

augmentation de la durée de conservation a rapidement été nécessaire afin de faciliter la 

distribution et le contrôle des tissus. En 1976, Doughman développe à Minneapolis, Etats-Unis, 

une nouvelle méthode de conservation, en organoculture à +34°C permettant une conservation 

des cornées jusqu’à 30 jours (61). En 1979, Sperling au Danemark adapte l’organoculture en 

apportant des innovations, l’utilisation d’un système clos, le maintien des cornées à +31°C, 

l’optimisation du milieu de conservation avec l’introduction de Dextran afin de limiter l’œdème 

stromal induit et l’analyse des CEs (62). En 1983, Pels (Pays Bas) met en évidence que 

l’accumulation de Dextran dans les CEs est toxique et développe l’organoculture en 2 temps, 

la conservation sans Dextran jusqu’à 5 semaines suivies d’une phase de déturgescnece en fin 

de conservation (48 à 72 heures) dans le Dextran (63). Cette technique de conservation en 

organoculture à +31°C a ensuite été rapportée et diffusée en France en 1985 par Delbosc (64).  
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Un autre tournant notable dans l’organisation de la greffe de cornée a été la mise en place 

des premières banques de cornées établies à New-York en 1944 (Townley Paton) et à Londres 

(Patrick Trevor Roper) dans les années 60 (65). C’est l’association américaine des banques de 

cornées (Eye Bank Association of America (EBAA)), créée en 1961, qui a défini les standards 

médicaux du prélèvement, de la conservation, de l’utilisation des greffons, de la formation et 

de la certification des techniciens ainsi que de l’accréditation des banques de cornées aux Etats-

Unis et dans le monde (66).  

La conservation des cornées a également bénéficié des progrès réalisés dans d’autres 

domaines de l’ophtalmologie avec la création de la lampe à fente par Allvar Gullstrand en 1911 

(67) et du microscope spéculaire en 1968 par David Maurice (68), secondairement adapté à 

l’examen de l’endothélium cornéen par Ronald A Laing (69), William M Bourne et aul 

Kaufman (70). 

De nombreuses autres avancées dans le domaine de la sélection des patients, des stratégies 

de lutte anti microbienne, de contrôle endothéliaux, de techniques microchirurgicales et de 

surveillance postopératoire ont contribué à l’amélioration et au succès de la greffe de cornée, 

pour faire de cette intervention l’une des plus répandues du monde de la transplantation (71). 

2. Techniques chirurgicales et indication des greffes de cornée (chapitre 

d’ouvrage, bulletin de la société française d’ophtalmologie : Innovation 

et greffes de cornées) 

La greffe de cornée ou kératoplastie consiste à remplacer un disque central de la cornée 

pathologique par un disque de même diamètre découpé dans une cornée saine, transparente, 

prélevée sur un donneur décédé.  

Plusieurs techniques existent selon que toute l’épaisseur cornéenne est remplacée 

(kératoplastie transfixiante) ou seulement une lamelle (kératoplastie lamellaire). En fonction de 

la couche tissulaire atteinte, une kératoplastie peut être lamellaire antérieure (pathologies du 

stroma à endothélium sain) ou postérieure (pathologies endothéliales à stroma sain). Les 

principales indications dans les pays à haut niveau de vie sont principalement le kératocône 

(déformation conique progressive de la cornée, souvent bilatérale), une dystrophie endothéliale 

primitive (dystrophie de Fuchs ou cornea guttata), les dystrophies endothéliales secondaires 

(post chirurgie de la cataracte des années 80, post traumatique, post chirurgie de myopie avec 

implant intra oculaire,…). Viennent ensuite de nombreuses autres indications : séquelles de 
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kératites infectieuses (dont herpétiques), autres dystrophies cornéennes stromales héréditaires, 

séquelles de traumatismes (plaies, brûlures chimiques) (72-74). Dans les pays à bas niveau de 

vie, les séquelles d’infection constituent la première indication de kératoplastie (75, 76).  

Toutes indications confondues, dans plus de 2/3 des cas la greffe de cornée donne de bons 

résultats fonctionnels et anatomiques à long terme (greffon transparent et récupération d’une 

bonne acuité visuelle, stable dans le temps).  

Les indications de greffe sont relativement constantes dans le temps et d’un pays à l’autre. 

Une récente revue de la littérature a analysé 141 publications issues de 37 pays et incluant 

180 865 kératoplasties transfixiantes. La décompensation endothéliale secondaire représentait 

la principale indication de greffes transfixiantes aux USA (28% des indications), alors qu’elle 

représentait 20,6% des indications en Europe, 21,1% des indications en Australie. Le 

kératocône reste la principale indication de greffe transfixiante en Europe (24,2%), en Australie 

(33,2%) alors qu’elle ne représente que la troisième indication de greffe aux USA (14,2%). En 

Asie la principale indication de greffe est la kératite (32,3%) (77).  

Depuis 10 ans, l’essor des techniques chirurgicales de greffes endothéliales a 

considérablement modifié le paysage de la greffe de cornée dans plusieurs pays. La 

démonstration de leurs avantages sur la greffe perforante (moindre fragilisation du globe, 

moindre dépendance à l’expérience chirurgicale, moindre immunogénicité) a largement 

contribué à leur diffusion auprès des chirurgiens. Elles augmentent par contre le besoin en 

greffon cornéen pour plusieurs raisons : extension des indications de greffe désormais proposée 

à des stades plus précoces de la dystrophie de Fuchs (71), perte accrue de greffons et durée de 

vie plus courte au moins pendant la courbe d’apprentissage (78). 

La greffe endothéliale selon la technique de préparation du greffon est appelée Descemet’s 

stripping automated endothelial keratoplasty (DSAEK) ou Descemet Membrane Endothelial 

Keratoplasty (DMEK). 

Concernant la DSAEK, la préparation du greffon endothélial a été initialement proposée 

par MA Terry aux USA en tant que kératoplastie lamellaire profonde (Deep lamellar endothelial 

keratoplasty ou DLEK) (79-81). De réalisation initialement difficile, elle a été reprise, modifié 

par Gerrit Melles (82), adoptée et démocratisée par MO Price (83) puis automatisée par MS 

Gorovoy (Floride) qui a décrit l’automatisation de la découpe en utilisant un microkératome sur 

un greffon monté sur une chambre antérieure artificielle (84). L’utilisation du microkératome 

rend la technique reproductible et limite le risque de perforation et de gaspillage de greffon. Il 
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s’agit de la Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty (DSAEK), technique 

désormais la plus couramment utilisée (85). Le stroma antérieur est retiré et le greffon 

endothélial est simplement trépané au diamètre désiré. Son épaisseur est déterminée par la 

quantité de stroma antérieur retirée par le microkératome dont il est possible de choisir la tête 

de découpe en fonction de l’épaisseur cornéenne de départ. Bénéficiant de son expérience dans 

les microkératomes de chirurgie réfractive (LASIK), l’industriel français Moria a été 

déterminant dans le développement d’une instrumentation spécifique pour la découpe des 

greffons endothéliaux. D’autres l’ont ensuite suivi. L’utilisation du microkératome pour la 

découpe du greffon a l’avantage d’être reproductible après une courbe d’apprentissage 

acceptable. Récemment, la motorisation de l’avance du microkératome (jusqu’alors manuelle), 

et la régulation de la pression dans la chambre antérieure artificielle a encore permis de 

simplifier la procédure. Les résultats visuels rapportés depuis environ 10 ans pour les DSAEK 

montrent qu’un patient sur deux recouvre une acuité visuelle corrigée supérieure à 5/10e à 

2 mois et qu’à trois mois, tous les patients avec un potentiel normal d’acuité visuelle retrouvent 

une acuité visuelle de 5/10e ; certains récupèrent même 10/10e (86).  

Dans le détail, la DSAEK commence par la préparation du greffon. Le greffon est placé 

sur une chambre antérieure artificielle re-stérilisable ou jetable (Figure 8A), et la découpe est 

réalisée à l’aide d’un microkératome rotatif ou linéaire (Figure 8B). L’utilisation de greffons 

déturgés améliorent la qualité de l’interface (87). Dans la DSAEK standard, l’objectif est de 

laisser une épaisseur résiduelle de stroma postérieur de 150 à 250 µm. Depuis 2013, il est 

possible de découper des greffons ultra fins (Ultra thin-DSAEK, UT-DSAEK) permettant une 

récupération visuelle plus rapide et meilleure, sans perte cellulaire endothéliale accrue et sans 

augmentations du risque de complications (88-92). Deux techniques sont utilisées :1/ double 

découpe avec réalisation d’un premier passage du microkératome à une profondeur de 300 µm 

suivi d’un second passage adaptée à l’épaisseur résiduelle pour obtenir un greffon final de 100 

µm ou moins (91) ; 2/ simple découpe grâce au développement plus récent de sabots de 

microkératome allant de 250 à 450µ (92-95). Des sabots re-stérilisables ou jetables sont 

disponibles. Dans tous les cas, la lame vibrante est à usage unique mais peut servir dans certains 

cas pour découper les 2 cornées du même donneur. La découpe du greffon par laser 

femtoseconde de chirurgie réfractive a été évaluée à plusieurs reprises mais elle obtenait de 

moins bons résultats visuels (interface donneur receveur jugée mois bonne) et plus d’échecs 

chirurgicaux (défaut d’adhérence des greffons, irrégularité de l’interface, acuité visuelle post-

opératoire moins bonne) (96-98). La découpe a été envisagée en aplanant le greffon par la face 
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épithéliale ou endothéliale (99). L’association d’une première découpe au laser femtoseconde 

suivie d’une découpe au microkératome améliorerait les résultats fonctionnels post-opératoires 

(100, 101) ainsi que l’utilisation combinée des laser femtoseconde et excimer (102) ou 

microkératome et excimer (103). Le coût d’utilisation du laser étant nettement supérieur, les 

découpes au microkératomes restent largement majoritaires. Un marquage du greffon coté 

stromal par un F ou un S réalisé au violet de Cresyl peut servir de détrompeur pour assurer le 

déroulement dans le bon sens. Dans tous les cas, le greffon est enfin trépané à la dernière minute 

par le chirurgien au diamètre choisi, en général 8mm, par un trépan mécanique standard 

(punch), coté endothélial.  

 

 

Figure 8 : Prédécoupe à la banque de cornée d’un greffon de type DSAEK (Banque de cornée de Saint-Étienne, 

France) et insertion chirurgicale (Dr AS Gauthier, CHU Besançon, France). A. Le greffon est placé sur une chambre 

antérieure artificielle MORIA. B. Découpe du greffon à l’aide d’un microkératome rotatif. C. Insertion du greffon en 

chambre antérieure, ici à l’aide d’un dispositif médical à usage unique Endosaver (Ocular system Inc. Winston-Salem, 

Caroline du Nord). D. Résultat postopératoire à J1. Persistance d’une bulle d’air qui permet de plaquer le greffon contre le 

dôme cornéen receveur. 
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Chez le receveur, la chirurgie débute par une incision limbique de 3 à 5 mm et plusieurs 

paracenthèses. L’endothélio-descemet pathologique est colorée au bleu trypan puis retirée sous 

air, eau ou substance visco-élastique à l’aide d’un crochet inversé de Simskey ou à l’aide d’une 

pince à capsulorexhis (descemetorhexis). Son retrait complet est contrôlé en étalant la 

membrane sur la cornée. Le greffon est introduit dans la chambre antérieure à l’aide d’un 

instrument spécifique qui lui permet de s’enrouler sur lui-même (endothélium à l’intérieur du 

rouleau) (Figure 8C). Si besoin le volume la chambre antérieure peut être maintenu par une 

infusion de Balanced Salt Solution (BSS). Plusieurs dispositifs jetables ont été développés pour 

faciliter l’enroulement et l’injection. Le greffon peut ensuite être saisi par une micropince ou 

une aiguille introduite par une paracenthèse réalisée en face de l’incision principale. Après 

suture de l’incision principale, le greffon est déroulé par injection d’une bulle d’air qui le plaque 

contre le dôme cornéen receveur (Figure 8D). En complément du marquage coloré (F ou S) la 

tomograhie par cohérence optique (OCT) de certains microscopes opératoires récents facilite le 

repérage du sens de déroulement et du plaquage du greffon en bonne place. 

 

En parallèle de la découpe automatisée, une technique manuelle a été décrite au même 

moment (2006), à nouveau par Gerrit Melles. Considérant que l’apposition d’un greffon 

comportant une épaisseur de stroma ne respectait pas complètement la physiologie cornéenne 

et était associé à la création d’une interface potentiellement problématique sur le plan optique, 

G Melles a montré qu’il était possible de prélever, par pelage manuel, uniquement la membrane 

de Descemet (104). Cette technique baptisée Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty 

(DMEK) permet une récupération visuelle plus rapide et plus élevée (105-107) et réduit le 

risque de rejet immunitaire (108). Cependant, chaque étape est plus difficile que pour la 

DSAEK et explique que la technique soit plus lentement adoptée : la dissection, entièrement 

manuelle, peut échouer ou provoquer d’importantes lésions endothéliales au moins durant la 

phase d’apprentissage; l’introduction dans la chambre antérieure au moyen d’un introducteur 

et son déploiement dans le bon sens peuvent s’avérer très complexe. Les phases 

d’apprentissages (découpe et chirurgie) sont plus longues que pour la DSAEK. La DMEK 

permet une récupération visuelle rapide mais nécessite une courbe d’apprentissage qui limite la 

qualité des résultats initiaux (78, 109-111). 
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Il existe plusieurs techniques de préparation du greffon dont 3 classiquement utilisées :  

La technique « no touch » initialement décrite par G Melles (112, 113) ( 

Figure 9A-F). La couche endothéliale est délicatement pelée du stroma postérieur de la 

cornée donneuse après avoir réalisé un stripping périphérique de l’endothélio-descemet à l’aide 

d’une lame. L’endothélio-descemet est ensuite séparée du stroma par dissection à l’aide de 

spatule puis soulevé à la pince. Le geste est réalisé en évitant tout contact entre les instruments 

chirurgicaux et l’endothélium dans les 9 mm centraux. Puis, un trépan de 7 à 9 mm est utilisé 

pour obtenir le greffon endothélial final qui s’enroule alors instantanément sur lui-même, 

cellules endothéliales exposées vers l’extérieur (112, 114-117). La trépanation finale en dedans 

de la zone où la pince a touché l’endothélium garanti l’absence de lésion directe. 

 

 

Figure 9 : Préparation d’un greffon de type DMEK selon la technique no touch (Dr R Montard, CHU Besançon). A. 

Stripping périphérique de l’endothélio-Descemet. B. Clivage périphérique sur 360° de l’endothélio-Descemer qui est séparée 

du stroma cornéen postérieur. C. Trépanation du greffon sur un diamètre de 7 à 9 mm. D. Ablation de la collerette 

périphérique d’endothélium. E. Soulèvement du greffon qui est complètement séparé du stroma postérieur. F. Insertion du 

greffon enroulé sur lui-même cellules endothéliales vers l’extérieur dans un injecteur en verre Gueuder. 

 

La technique de dissection par injection d’une bulle d’air (118, 119) ou d’eau (120) sous 

l’endothélio-descemet afin de faciliter le clivage des plans de dissection. 

Dans ces 2 techniques, le greffon libre dans le liquide de conservation forme un rouleau 

unique ou un double rouleau avec les cellules endothéliales tournées à l’extérieur. Il est aspiré 

dans une cartouche en verre (Dorc ou Geuder) à travers une large ouverture, rincé, 
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éventuellement recoloré au bleu trypan, puis injecté dans l’œil en passant par l’extrémité fine 

de la cartouche. 

La technique de trépanation par punch incomplet de M Muraine (121). L’endothélio-

descemet est trépané par un trépan qui préserve 2 zones opposées non découpées. La collerette 

endothéliale périphérique est supprimée sauf au niveau des 2 zones qui servent d’amorce pour 

hydrodisséquer  la membrane sur un greffon monté sur chambre antérieure artificielle 

endothélium inversé vers le haut. Le greffon est placé dans une cartouche plastique servant 

habituellement pour injecter les implants cristalliniens lors de chirurgie de cataracte. Il est replié 

endothélium à l’intérieur protégé par une goutte de viscoélastique. 

 

Dans tous les cas, le greffon est coloré au bleu trypan (concentration variable selon les 

auteurs, de 0,03 à 0,4%) qui colore temporairement la membrane de Descemet et aide à sa 

visualisation pendant la dissection et pendant l’insertion chez le receveur. La préparation du 

greffon est une étape clé de la chirurgie. Plusieurs paramètres ont été étudiés pour sélectionner 

au mieux les greffons permettant une préparation plus facile. La difficulté de préparation des 

greffons serait équivalentes que les greffons soient préalablement déturgés ou pas (122) 

cependant le dextran jouerait un rôle important dans la préservation des cellules endothéliales 

avant et après préparation des greffons, un rôle dans l’adhérence des greffons au stroma au 

moment de la préparation (123, 124) et un rôle dans l’adhérence des greffons à la cornée 

receveuse (125). L’utilisation de donneurs de plus de 50 ans (126-128) permet de faciliter la 

dissection Descemetique et de former un rouleau moins serré, plus facile à dérouler. En cas 

d’échec d’une dissection il est prudent d’exclure le greffon apparié (126, 129). Les greffons 

d’yeux opérés de cataracte peuvent être utilisés mais l’adhérence Descemetique au niveau de 

l’incision chirurgicale oblige à la contourner pour éviter une déchirure du greffon. Une densité 

cellulaire endothéliale minimale de 2000 cellules/mm2 a été déterminée pour obtenir de 

meilleurs taux de survie de la greffe (130, 131). Le sens du greffon peut être indiqué par 

plusieurs moyens pour permettre un déroulement dans le bon sens dans la chambre antérieure. 

Un F ou un S peuvent être réalisés sur la face stromale de la Descemet avec la pointe d’un feutre 

chirurgical ou avec un marqueur métallique. La toxicité du colorant et/ou de la pression du 

marqueur paraît limitée. D’autres auteurs ont proposé une découpe asymétrique de 3 petites 

marques en périphérie du greffon. Là aussi l’OCT du microscope opératoire aide à vérifier le 

déroulement du greffon dans le bon sens. Les techniques d’insertion sont variées et font toutes 

appel à l’injection de bulles d’air au-dessus et ou au-dessous du greffons. Une fois déplié dans 
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le bon sens il est maintenu en place par une grosse bulle d’air ou de gaz inerte (SF6) quelques 

heures, jusqu’à ce qu’il adhère spontanément.  

Ces greffes endothéliales s’adressent à des patients atteints de pathologies endothéliales 

irréversibles qui représente la seconde indication de greffe de cornée dans les pays à haut niveau 

de vie et la seconde ou troisième dans le reste du monde après les pathologies infectieuses (132). 

Trois grands groupes de patients en bénéficient : les dystrophies endothéliales primitives 

(dystrophie de Fuchs, atteignant 4% de la population des USA (133) et d’Europe), les 

dystrophies iatrogènes (après chirurgie de la cataracte des années 80-90 et désormais de la 

myopie avec implant retro-cornéen… malheureusement très largement utilisé dans le monde) 

et les patients déjà greffés de la cornée et chez qui le capital cellulaire endothélial décroit 

lentement mais irrémédiablement après une décennie (72).  

En ophtalmologie, le déséquilibre entre l’offre en greffons et les besoins (71) poussent les 

chercheurs à développer des méthodes de bio ingénierie cornéenne (134). Ainsi, la greffe de 

cornée est ainsi en train de devenir aussi un enjeu mondial pour les industries de biotechnologies 

(135). 

Depuis plusieurs années, la bio-ingénierie tissulaire connait un véritable essor et apparait 

comme une solution prometteuse à la pénurie d’organes actuelle. 

La mission des banques de cornées (eye-bank) d’aujourd’hui consiste à préserver la 

viabilité des greffons cornéens et à sélectionner les meilleurs d’entre eux sur des critères de 

qualité cellulaire (comptage des CE, déterminantes pour la survie du greffon chez le receveur) 

et de sécurité microbiologique (absence de transmission d’agents pathogènes du donneur au 

receveur). Cette mission doit idéalement s’effectuer avec une certaine efficience médico-

économique. Une nouvelle mission émerge, celle de préparer des « produits cornéens» de 

demain en prédécoupant les greffons destinés aux nouvelles greffes endothéliales. Désormais 

très répandue aux USA, cette pratique n’est pas encore développée en Europe. 
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3. Prélèvements de cornées (136) 

a) Aspects réglementaires et sélection des donneurs 

En France, la sélection clinique du donneur est légalement sous la responsabilité du 

médecin préleveur. L’activité de prélèvement de tissus doit respecter les Lois de Bioéthiques 

du 29 juillet 1994 (revues en 2004,2014 et 2015) et répondre à des critères de sécurité sanitaire 

et de traçabilité spécifique. L’équipe de coordination hospitalière est le premier maillon de la 

chaine du prélèvement de cornée. Elle veille à la sélection des donneurs, s’assure de l’absence 

de contre-indications médicale au prélèvement de cornée, l’absence de refus du don, principal 

obstacle au prélèvement (137) (consultation systématique du registre national des refus, recueil 

du témoignage des proches du défunt pouvant être réalisé par téléphone (138, 139)). Elle réalise 

l’examen du dossier médical du donneur et fournit une fiche opérationnelle de prélèvement de 

tissus à visée thérapeutique sur donneur décédé. 

Lorsque le cadavre est conservé en chambre réfrigérée dans les 4 heures suivant le décès, 

le prélèvement peut être réalisé dans les 24 à 48 heures suivant le décès du donneur. La cornée 

est ensuite conservée dans le laboratoire d’une Banque de Cornées. 

Le respect des contre-indications médicales au prélèvement selon les critères proposés par 

les associations européennes (European Eye Bank Association [EEBA]) (140) et américaine 

(Eye Bank Association of America [EBAA]) des banques d'yeux constitue le premier critère de 

de sélection des donneurs et de sécurité de la greffe. L’objectif est d’éviter tout risque de 

transmission de pathologies infectieuses, dégénératives ou néoplasiques au receveur via la 

greffe de cornée (71). Seule la rage, l’herpès virus simplex, les bactéries et champignon ainsi 

que le rétinoblastome ont été formellement démontrés comme transmissibles via la cornée mais 

un ensemble d’autres pathologies contre-indiquent le prélèvement de cornée par respect du 

principe de précaution. 

Les contres indications générales au prélèvement (Tableau 1) à but thérapeutique 

comportent les affections neurologiques potentiellement transmissibles ou pour lesquelles la 

physiopathologie n’est pas clairement établie : rage et contage rabique suspectés ou avérés, 

encéphalopathies spongiformes avérées ou suspectées (maladie de Creutzfeldt-Jacob 

sporadique, familiale, iatrogène ou nouvelle variante, syndrome de Gerstmann-Staussler-

Scheinker, insomnie fatale familiale, kuru), antécédents familiaux d’encéphalopathie 

spongiforme, traitement par des hormones hypophysaires extractives avant 1987, intervention 

chirurgicale comportant l’utilisation de la dure-mère d’origine humaine ou intervention 
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neurochirurgicale non documentée sur ce point, sclérose en plaque, sclérose latérale 

amyotrophique, maladie d’Alzheimer et autres démences, maladie de Parkinson et syndromes 

parkinsoniens, encéphalite sclérosante subaigüe, rubéole congénitale, syndrome de Reye, para 

parésie spastique tropicale et encéphalite virale aigue d’origine inconnue, infection à VIH, 

donneurs à haut risque de contamination par le VIH1,2, HTLV1 ou 2, infections herpétiques 

actives, infections chroniques par le virus de l’hépatite B ou C, septicémies fongiques, hépatites 

virales et ictères d’origine inconnue, syphilis, tuberculose active, lèpre, maladies parasitaires 

actives exposant à un risque potentiel de transmission par les tissus (comme le paludisme, la 

leishmaniose, la trypanosomiase et l’échinococcose), hémopathies malignes actives, tumeurs 

malignes oculaires primitives ou secondaires, immunosuppressions chroniques, et les décès de 

cause inconnue. Le respect de ces contre-indications est sous la responsabilité du médecin 

préleveur.  

Certaines pathologies locales sont des contre-indications à la greffe : infections oculaires 

herpétiques actives ou latentes, inflammations oculaires aiguës, opacités cornéennes, chirurgie 

réfractive cornéenne, implant de chambre antérieure, chirurgie fistulisante, greffe de cornée. La 

présence d’un implant de chambre postérieure n’est pas une contre-indication au prélèvement 

car la qualité de l’endothélium est proche de celui des yeux phaques (141). 

En termes de pronostic de la greffe, il n'y a aucune raison pour mettre une limite supérieure 

à l'âge des donneurs. De nombreuses études ont montré que la survie du greffon ne diminue pas 

avec l'âge du donneur (16, 142-145) mais dépends essentiellement de la qualité du greffon 

(DCE, transparence). Afin de limiter le risque de non-conformité par faible DCE certains pays 

comme les USA, limitent à 75 ans l’âge des donneurs. Par ailleurs, la démocratisation des 

greffes lamellaires oblige depuis une dizaine d’années à adapter le type de greffon au type de 

greffe réalisée. Les greffons de donneurs jeunes sont réservés pour les kératoplasties lamellaires 

antérieures profondes (KLAP), les greffons plus âgés et à forte DCE pour les greffes 

endothéliales. En effet, les cornées de donneurs âgés sont habituellement moins transparentes 

et la greffe bien que possible (146) entraineraient des résultats fonctionnels moins intéressants 

en termes d’acuité visuelle dans les KLAP (147). A l’inverse pour les greffes endothéliales 

manuelles (DMEK), l’utilisation de donneurs de plus de 50 ans (126-128) permet de faciliter la 

dissection descemetique et de former un rouleau moins serré, plus facile à dérouler. En cas 

d’échec d’une dissection il est prudent d’exclure le greffon apparié (126, 129). 
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Types Pathologies 

Pathologies infectieuse 

SIDA 

Hépatites virales actives A, B, C 

Séropositivité : VIH, Ag HBs, VHC, syphilis (syphilis active ; infection ancienne avec 

séropositivité pas de contre-indication absolue) 

Comportements à haut risque pour les virus VIH et hépatites (homosexualité, 

prostitution, hémophilie,...) ; ainsi qu’examen général évoquant toxicomanie ou risque 

de maladies transmissibles 

Encéphalites virales ou d’origine inconnue 

Rage ou post exposition au vaccin contre la rage pendant les 12 premiers mois 

Rubéole congénitale 

Syndrome de Reye 

Tuberculose active ou pendant les 6 premiers mois de traitement 

Leuco-encéphalopathie multifocale progressive 

Ictères d’origine inconnue 

Infection HTVL 1et 2 

Paludisme actif 

Patient ayant un organe transplanté 

Antécédent de vaccination récente (<12mois) au moyen d’un vaccin vivant atténué 

Hémodialyse 

Pathologie du système nerveux central d’origine 

inconnue 

Maladie de Creutzfeldt-Jacob (CJ) et groupes à risques : 

- antécédents familiaux de CJ, receveur de greffe de dure mère 

avant 1992 ou d’hormones pituitaires d’origine humaine 

- Maladie du système nerveux central de cause inconnue (sclérose en 

plaque, Alzheimer…)  

- Panencéphalite sclérosante sub-aïgue 

Syndrome d’asthénie chronique 

Décès de cause inconnue 

Pathologies néoplasiques 
Toute hémopathie maligne 

Tumeur primitive cérébrale métastasiante 

Maladies oculaires 

Inflammation oculaire 

Anomalies congénitales ou acquises de l’œil ou antécédent de chirurgies oculaires 

susceptibles de retentir sur l’évolution de la greffe 

Rétinoblastome, Tumeurs malignes du segment antérieur 

Receveur d’une greffe de cornée, de sclère, de limbe 

Traitements pouvant modifier les résultats de 

qualification biologique des donneurs 

Hémodilution (si le volume administré de plasma et colloïde dans les 48h pré-mortem 

est supérieur à 50% du 

volume plasmatique du donneur) 

Traitement à base d’agent immunosuppresseur par voie générale 

Tableau 1 : Contre-indications générales et locales au prélèvement de cornée (136)
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b) Contrôles de sécurités microbiologiques 

Afin d’éviter tout risque de transmission de pathologies infectieuses du donneur au 

receveur, plusieurs étapes de contrôle sont réalisées du prélèvement à la cession du greffon. La 

première étape permettant de garantir la sécurité microbiologique de la greffe est le respect des 

contre-indications médicales au don (Tableau 1) assurée par le médecin préleveur assisté de la 

coordination hospitalière des prélèvements. 

La seconde étape consiste à vérifier le statut sérologique du donneur par un prélèvement 

sanguin réalisé au moment du prélèvement. Cela permet ainsi d’éliminer les greffons de 

donneurs positifs pour les virus HTLV 1 et 2, VIH 1 et 2, Hépatites B et C.  

Lors de la conservation en Optisol-GS, aucune autre étape de contrôle n’est réalisée. La 

conservation à 4°C suffit à limiter le développement de micro-organismes. Le système est 

entièrement clos et la cornée n’est pas manipulée durant l’étape de conservation. 

En organoculture en revanche, il existe d’autres étapes de contrôle pendant la phase de 

conservation. Les greffons sont placés dans des milieux de conservation contenant antibiotiques 

et antifongiques afin de garantir la stérilité bactérienne et fongique du greffon. Classiquement 

le milieu de conservation contient de la pénicilline, streptomycine et amphotéricibe B (148) à 

dose suffisantes pour réduire la charge microbienne tout en préservant l’intégrité cellulaire 

endothéliale du greffon. Du rouge phénol est également ajouté au milieu nutritif. Cet indicateur 

de pH permet de détecter une infection précoce par modification de son coloris en présence de 

microorganismes acidifiant le milieu. Une première étape de conservation en étuve à +31°C est 

réalisée quelques jours afin d’assurer une quarantaine microbiologique et de détecter les 

contaminations les plus importantes (149). Des tests microbiologiques (flacons d’hémocultures 

type Bactec, Becton-Dickinson Franklin Lakes, New Jersey ou Bactalert, Biomérieux, 

Craponne, France) sont également réalisés en début et en fin de conservation sur le liquide de 

conservation afin de détecter toute contamination et de délivrer un greffon considéré comme 

stérile (150-152). Cette technique a été validé et est utilisée en routine en France et en Europe 

(153, 154). Un ultime test est réalisé par envoi systématique par le chirurgien d’un échantillon 

du liquide de conservation réalisé le jour de la chirurgie. L’envoi systématique de la collerette 

après trépanation n’est plus recommandé car aucune corrélation n’a été faite entre son taux de 

contamination et les suites post-greffe (155-157).  
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c) Technique de prélèvement 

Lorsque l’ensemble des éléments du cadre réglementaire sont validés, le prélèvement des 

cornées est réalisé au bloc opératoire s’il s’agit d’un prélèvement multi-organes (15% des 

prélèvements en France) ou à la chambre mortuaire s’il s’agit d’un prélèvement à cœur arrêté. 

Il est réalisé par excision in situ, le plus souvent ou beaucoup plus rarement par énucléation. Le 

prélèvement par énucléation n’est en effet autorisé que lors du prélèvement multi-organes. 

Il s’accompagne d’une ponction de sang faite par voie sous-clavière ou intracardiaque pour 

la réalisation des sérologies obligatoires et de la sérothèque. 

Le prélèvement par excision in situ suit les règles d'asepsie chirurgicale habituelles 

(décontamination cutanée et de la surface oculaire et conjonctivale à la polyvidone iodée 

(Bétadine® 5 %, utilisation de gants stériles, champ opératoire et instruments stériles, suivie 

d'un rinçage au sérum physiologique). 

La conjonctive est désinsérée au limbe et réclinée sur 360 degrés (Figure 10A). La cornée 

est prélevée avec une collerette sclérale de 2 à 3 mm par trépanation (trépan de 17 à 19 mm) ou 

dissection au bistouri et aux ciseaux de microchirurgie (Figure 10 B et C). Il est important de 

ne pas effondrer la chambre antérieure lors de la dissection afin de ne pas léser l'endothélium 

cornéen. La cornée est directement placée dans un flacon rempli de milieu de transport (Figure 

11). La restauration des téguments (conformateur ou prothèse oculaire de la couleur des yeux 

du donneur, fermeture des paupières par une suture ou après instillation d'une goutte de colle 

cyanoacrylate sous les paupières) doit être réalisée avec soin. 
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Figure 10 : technique de prélèvement par excision in situ (cliché service ophtalmologie CHU Besançon) 

A : désinsertion conjonctivale limbique sur 360 degrés   

B, C : Prélèvement de cornée avec collerette sclérale 

 

 

 

Figure 11 : Technique de prélèvement par excision in situ, mise en milieu de conservation CorneaMax® (cliché 

service ophtalmologie CHU Besançon).  
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Le prélèvement par énucléation (Figure 12) répond aux mêmes règles d'asepsie, de 

décontamination et de restauration tégumentaire. La technique opératoire est la même que celle 

pratiquée dans une énucléation classique (désinsertion conjonctivale, crochetage des muscles 

droits et section ensuite de ces muscles et du nerf optique au ciseau) suivie ensuite d’une 

restauration tégumentaire (par boule de coton ou conformateur). 

 

 

Figure 12A et B : Technique de prélèvement par énucléation :désinsertion des muscle s oculomoteurs (cliché 

service ophtalmologie CHU Besançon) 

 

 

d) Transport des prélèvements 

En cas d'excision in situ, le tissu prélevé est placé dans un flacon de milieu de transport 

(20 ml), après dissection. Le milieu est un milieu de conservation à +4 °C ou un milieu 

d'organoculture (transport à température ambiante). Le flacon hermétiquement clos est ensuite 

placé dans la zone de conservation (étuve à 31 °C pour la conservation en organoculture, 

réfrigérateur à 4 °C pour la conservation en hypothermie). En cas de prélèvement par 

énucléation, le globe oculaire est transporté dans une chambre humide réfrigérée à +4 °C, 

cornée dirigée vers le haut. Les flacons ainsi que les tubes de sang doivent être étiquetés 

(identification précise du donneur, mentions légales), et accompagnés d'une fiche 

opérationnelle de prélèvement remplie par le médecin préleveur après lecture du dossier 

médical du donneur. 
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e) Conservation des greffons cornéens : Techniques actuelles de 

conservation  

Les deux objectifs principaux de la conservation des greffons cornéens sont de préserver 

la viabilité cellulaire endothéliale et d’assurer un délai de conservation suffisamment long afin 

de pouvoir réaliser les contrôles de qualité de greffon. 

 

Il existe 4 méthodes de conservation classées en fonction de leur durée :  

 - conservation à court terme en chambre humide et milieu M-K (2 à 4 jours) 

- conservation intermédiaire dans un milieu dérivé du M-K (jusqu’à 15 jours) 

- conservation à long terme en organoculture (jusqu’à 5 semaines) 

-conservation à très long en cryoconservation (durée illimité) 

 

Elle est réalisée par des banques de cornées autorisées. Celles-ci prennent en charge la 

conservation, le contrôle de qualité et le contrôle de stérilité du greffon et gèrent la réalisation 

des contrôles sérologiques du donneur. Les prélèvements par énucléation subissent une 

décontamination rigoureuse à la banque, avant que la cornée soit disséquée avec une collerette 

sclérale de 2 à 3 mm. 

 

Conservation hypothermique en chambre humide  

Cette technique a été décrite la première fois en 1935 par Filatov en utilisant des yeux de 

cadavres (58). Immédiatement après énucléation les yeux sont placés, cornée vers le haut dans 

un flacon de verre, sur une compresse imbibée de sérum physiologique et d’antibiotiques. Les 

globes sont ensuite conservés à 4°C pour une durée maximale de 24 heures. On parle alors de 

« greffe fraîches ». Cette technique a été utilisée pendant des décennies et reste utilisée dans 

certains pays (158), mais a été le plus souvent délaissée du fait de la très courte durée de 

conservation liée à une rapide dégradation de l’endothélium. Cette dégradation endothéliale est 

liée à l’accumulation de déchets métaboliques post-mortem en chambre antérieure. C’est pour 

cela que le concept d’excision de la cornée a été développé. 
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Conservation hypothermique en milieu M-K medium et dérivés 

La conservation de la cornée à court terme en milieu liquide à 4°C est la technique de 

référence aux Etats Unis est la technique la plus utilisée dans le monde (71). Le tout premier 

milieu a été développé aux Etats-Unis en 1974 par McCarey et Kaufman (60). Ils avaient mis 

en évidence que des cornées de lapins New Zeland White placées dans un milieu de culture 

cellulaire (TC199) supplémenté en Dextran et antibiotiques restaient viables pendant 14 jours.  

Des modifications successives ont été apportées au milieu M-K, avec notamment le 

remplacement des antibiotiques par la gentamycine (milieu M-K modifié) (159), la suppression 

du SVF et l’ajout d’un tampon stable (HEPES) et 2,5% de Chondroïtine sulfate ( K-sol) (160). 

Suite à une contamination bactérienne mettant en cause le milieu, la fabrication du K-sol a 

finalement été stoppée en 1989 (161). Un autre milieu contenant de la chondroïtine sulfate, le 

CSM, a été mis au point (162, 163) et retiré du fait d’une importante toxicité épithéliale. 

D’autres milieux ont ensuite été développés, Dexsol (164) (composé de Chondroïtine sulfate et 

dextran), Optisol combinant les caractéristiques du K-sol et Dexsol (165). Depuis peu, d’autres 

laboratoires proposent également de nouveaux milieux (Cornea-cold d’Eurobio, les Ulis, 

France, Eusol-C d’Alchimia, Padoue, Italie en Europe, Cornisol d’Aurolab, Madurai, Inde). 

Actuellement le milieu de conservation principalement utilisé aux Etats-Unis est l’Optisol 

GS (Gentamycine-Streptomycine) (Baush & Lomb) (165).  

La cornée est ainsi conservée au réfrigérateur à +4°C dans un flacon contenant 20ml de 

milieu, face endothéliale vers le haut.  

Ces milieux maintiennent une activité métabolique minimale permettant la survie des 

cellules. Les contrôles de la qualité endothéliale du greffon (biomicroscopie, microscopie 

spéculaire) et de la stérilité du milieu (prélèvement bactériologique, virage de l’indicateur 

coloré, transparence du milieu) sont possibles pendant la durée de conservation. En revanche 

cette technique ne comporte pas de contrôle microbiologique. La conservation théorique 

autorisée est de 14 jours maximum. En pratique, aux Etats-Unis les cornées sont greffées dans 

les 5 jours.  

Les conséquences de la conservation à 4°C sont une perte cellulaire endothéliale qui 

augmente avec la durée de conservation, des modifications des structures cellulaires, un œdème 

cornéen, un pléomorphisme et un polymégathisme endothélial. Nelson a prouvé que la 

conservation en hypothermie induit une apoptose des cellules épithéliales, stromales et 
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endothéliales du greffon (166). Ainsi, Means (167) retrouve en moyenne 9,5% à 16% de lésions 

cellulaires endothéliales pour une durée de conservation de 4 à 21 jours. 

Les résultats cliniques sont bons : le taux de survie du greffon va de 92 à 100 % à un an. 

La densité endothéliale moyenne à 12 mois est comprise entre 2000 et 2400 cellules par mm² 

(163, 168, 169). Cependant plusieurs décompensations endothéliales primaires ont été publiées 

avec ces techniques de conservation. 

 

La conservation à moyen terme à +31°C, en organoculture 

Elle a été proposée par Doughman et Lindstrom aux USA vers 1975 (170, 171), puis 

modifiée par Sperling (62), Pels (8, 63) et Ehlers en Europe du Nord et introduite en France par 

Delbosc et Hervé (64). Elle constitue actuellement la méthode de conservation standard de la 

plupart des banques de cornées européennes (68% des cornées prélevée en Europe et 17% des 

cornées prélevées dans le monde) (172). Cette technique préserve l’intégrité endothéliale et 

autorise une conservation qui peut être longue (173, 174) mais la durée optimale retenue est de 

5 semaines. Les avantages de la longue durée de conservation sont nombreux. Il est ainsi 

possible de programmer la greffe et de minimiser les pertes de greffons par défaut de 

disponibilité des patients receveurs (17). Il est possible de réaliser les contrôles qualité du 

greffon assurant la sécurité des patients (contrôle sérologique des donneurs, contrôle 

microbiologiques sur la cornée et le milieu de conservation, de facilité l’éventuel typage 

tissulaire HLA lors de demande de greffons appariés, de réaliser une évaluation de la qualité 

cellulaire endothéliale) et ainsi de minimiser le risque d’échec primaire (175). 

L’organoculture permet de stimuler l’activité métabolique des cellules. La cornée est 

conservée à l’étuve (air 100%) à une température ambiante proche de la température 

physiologique de la cornée in vivo (31 à 37°), dans un flacon hermétique contenant 50 à 100 

mL de milieu. Ces milieux sont produits localement par les banques de cornées, les pharmacies 

hospitalières ou commercialisés par des industriels selon la réglementation de chaque pays. 

Ces milieux comportent un milieu nutritif (milieu essentiel minimum de Dulbecco), du 

sérum de veau fœtal 2%, des tampons, des antioxydants, des antibiotiques et antifongiques et 

un indicateur coloré de virage de pH (rouge phénol). Même si la durée de conservation autorisée 

est de cinq semaines, il est préférable d’utiliser le greffon dès la fin de la période de quarantaine 

microbiologique car des études ont prouvé que la densité endothéliale est d’autant plus élevée 

que la durée d’organoculture est courte (16, 17). La période de quarantaine est habituellement 
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fixée à deux semaines. En France, ces milieux ont un statut juridique particulier, ni médicament 

ni dispositif médical, celui de produit thérapeutique annexe (PTA). Deux gammes de PTA sont 

autorisées par l’AFSSAPS en 2010 : CorneaPrep/Max/Jet® (Eurobio, Les Ulis, France) et 

StemAlpha 1,2,3 (Stem Alpha, la chenavatière, France).  

L’organoculture est une méthode de conservation qui s’accompagne de l’apparition d’un 

œdème stromal avec une augmentation de volume du stroma qui double d’épaisseur durant la 

conservation et s’accompagne d’une diminution de transparence et de la formation de plis 

endothéliaux. Il est nécessaire avant la réalisation de la greffe de procéder à une étape de 

déturgescence du greffon d’une durée de un à quatre jours. Cette étape consiste à placer les 

greffons dans le même milieu additionné de Dextran T-500, une macromolécule rendant le 

milieu hyperosmolaire et permettant ainsi de réduire l’œdème stromal induit par la 

conservation. 

Une durée de déturgescence de deux ou trois jours est préférable à une durée de 24 heures 

car on obtient une densité endothéliale plus élevée (16). 

La température de conservation peut être de +31, +34 ou +37°C. Sperling a montré que le 

nombre de figures de reformations observées sur la mosaïque cellulaire endothéliale après 24 

heures est plus faible lorsqu’on utilise une température de +31°C (62). 

L’organoculture présente cependant plusieurs inconvénients qui n’ont pas été remis en 

cause depuis plus de 30 ans. Elle s’accompagne d’une perte cellulaire endothéliale par apoptose 

qui augmente avec la durée de la conservation et avec le pourcentage de cellules non viables 

avant conservation (15, 18). On observe aussi des modifications des structures cellulaires, un 

œdème coréen, un pléomorphisme et un polymégathisme endothélial (13-15, 18, 176). La perte 

cellulaire endothéliale moyenne est comprise entre 11 et 20% pour une durée moyenne de 

conservation d’une à trois semaines (177-181). Elle augmente avec la durée de conservation 

(7,5% après 10 jours et 18% après 30 jours) et avec la densité endothéliale avant conservation 

(182, 183). Globalement, on retient 1% de perte par jour de conservation. Cette perte n’est pas 

significativement influencée par l’âge du donneur, ni par le délai post mortem de prélèvement 

(179, 182). La phase finale de déturgescence en Dextran est pourvoyeuse d’une toxicité 

cellulaire épithéliale (184-186) et d’une perte cellulaire endothéliale supplémentaire (jusqu’à 

8%) moindre en poloxamer (187-191).  

Les changements morphologiques des cellules endothéliales sont un polymégathisme, un 

pléomorphisme, des figures de rosette et de reformation, et une excentration des noyaux (13, 
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64, 177, 186, 192). Les tights junctions et le cytosquelette d’actine des cellules endothéliales 

ne sont pas lésées par l’organo-culture (14). 

Sur les kératocytes, l’organo-culture provoque la formation de vacuoles sans lésion des 

organites intracellulaires et crée ainsi un œdème stromal. Concernant l’épithélium, les lésions 

sont plus sévères et, dès le 7ème jour de conservation, il ne persiste plus que la couche basale de 

l’épithélium cornéen central. 

En conséquence, le pourcentage de greffons clairs varie entre 80 et 100% suivant les études 

après un suivi d’un à cinq ans. Dans l’étude de Volker-Dieben, qui porte sur des effectifs 

importants, et après ajustement sur le degré de néovascularisation, la survie sans opacification 

des greffons est statistiquement meilleure dans le groupe 31°C que dans le groupe 4°C (181). 

L’épaisseur cornéenne centrale est normale dans les diverses études sur un suivi de 2 à 60 

mois (178, 193-196). 

Concernant la perte cellulaire, Sperling trouve une perte cellulaire endothéliale moyenne, 

un an après la greffe, de 40% après la conservation à 31°C et de 47% après celle à 4°C 

(différence non significative) (195). Dans une étude prospective, Frueh ne retrouve pas de 

différence significative entre les deux techniques de conservation en termes de densité 

endothéliale à 12 mois de la greffe (10). 

Des cas de contamination ont également été rapportés au décours de la conservation (130, 

149, 155, 197) ou pendant la phase de déturgescence (157) mais c’est également le cas lors de 

la conservation hypothermique (198-201). Cependant, une sélection efficace des greffons est 

réalisée grâce aux contrôles microbiologiques et d’éliminer les cornées contaminées (130, 149). 

Cette sélection est efficace et permet de réduire le taux de positivité des cultures sur les résidus 

opératoires à 0,5 à 5% après organoculture (149, 157, 202, 203) versus 12-39% après 

conservation en hypothermie (204-208). 

L’utilisation des techniques microbiologiques modernes et rapides par flacons à 

hémoculture placés en automate permet d’optimiser la sélection des greffons (151, 157) et de 

réduire sans risque la période de quarantaine. 
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La conservation de la cornée à long terme : cryoconservation et vitrification 

Le premier succès de greffe de cornée réalisée à partir d’une cornée congelée et préservée 

en alcool et carboglace après pré-traitement dans une solution contenant 15% de glycérol a été 

décrit en 1954 par Eastcott et al (209). La cryoconservation est actuellement pratiquée dans de 

rares centres à l'aide de la technique décrite par Mueller (210), Capella et Kaufman (211) ou de 

protocoles issus de celle-ci. Celle-ci consiste à conserver la cornée vitrifiée (212) ou conservée 

dans une solution contenant un cryoprotecteur, (DMSO (213-215) (diméthylsulfoxyde), dextran 

(216, 217), CS (211)) 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'à -14 °C, suivi d'un 

transfert de chaleur entraînant une remontée en température à -9 °C, puis 3 °C par minute jusqu'à 

-80 °C), après cryoprotection par des bains de concentration croissante en DMSO (2, 4, 6 puis 

7,5 %) et sucrose (2,5, 5, 7,5 puis 10 %) à +4 °C. La décongélation est réalisée à l'aide d'un 

bain-marie et suivie d'une dilution du cryoprotecteur. 

 

La cryoconservation peut être utilisée pour conserver l'architecture du tissu cornéen 

(lamelles de collagène), sans conservation de la viabilité cellulaire. Cette cryoconservation 

permet d'avoir à disposition en permanence des greffons cornéens destinés à des greffes 

architectoniques utilisables éventuellement en urgence. Le greffon est placé directement à basse 

température dans un tube à congélation sans programme de descente en température progressif. 

La température de conservation peut être -40 °C ou -80 °C pour une durée de 1 an. Avant 

utilisation, le greffon est incubé à température ambiante dans un flacon de milieu de 

déturgescence permettant de disposer d'un tissu suturable lors de l'intervention. 

Bien que des succès aient été rapportés avec cette technique à court (218, 219) et long 

terme (220, 221) (jusqu’à 16 ans), cette méthode entraine une grande perte cellulaire 

endothéliale (222) au décours des étapes de congélation (223) et décongélation (224) ainsi 

qu’une difficulté de manipulation des tissus cassants et reste très peu utilisée.  Les conséquences 

de la cryoconservation sur l'endothélium cornéen sont assez sévères : perte cellulaire, cellules 

multinucléées, clivage entre endothélium et membrane de Descemet, polymorphisme et 

pléomorphisme sévères, 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 à 1 000 cellules/mm2. 
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En pratique, les 2 principales techniques de conservation habituellement utilisées sont 

l’hypothermie à 4°C à court terme et l’organoculture à 31°C à long terme (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Synthèse des 2 principales techniques de conservation gold standards (EA 2521 BiiGC, Université Jean 

Monnet, Saint Etienne). 
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f) Modifications cornéennes post-mortem et induites par la 

conservation 

Modifications épithéliales 

Lors de la greffe, une mauvaise qualité épithéliale en fin de chirurgie favorise les retard de 

cicatrisation (225). Lors du prélèvement de nombreux facteurs (cause du décès du donneur, 

antécédent généraux et locaux, traitement médicamenteux, antécédents de chirurgie oculaire, 

mauvaise occlusion palpébrale post-mortem, température de conservation du corps…) peuvent 

influencer la qualité de l’épithélium cornéen.  

Lorsque les cornées sont conservées à +4°C, l’épithélium reste intact les 48 premières 

heures. Entre le 2ème et le 5ème jour de conservation survient une desquamation des couches 

épithéliales superficielles du centre vers la périphérie cornéenne jusqu’à la mise à nu de la 

membrane basal entre le 5ème et le 7ème jour de conservation (226). La conservation en Optisol-

GS permet le maintien de la couche épithéliale pendant 6 jours avant desquamation progressive 

entre le 6ème et le 10ème jour et apparitions de lésions étendues au-delà de 10 jours (227, 228).  

En organoculture, l’intégrité des jonctions intercellulaire et du cytosquelette d’actine est 

préservé ce qui assure la survie épithéliale jusqu’à 2-3 semaines (13, 14, 229, 230). Cependant, 

il existe une desquamation progressive des couches épithéliales superficielles tout au long de la 

période de conservation (13, 14). 

 

Modifications stromales 

Dès les 24 premières heures post-mortem survient un gonflement stromal (231) qui est 

réduit au court de la conservation à +4°C par l’ajout d’une macromolécule (Dextran) aux 

propriétés osmotiques et hydrophiles dans le milieu de conservation (Dexsol ou Optisol-GS). 

L’accumulation de Dextran dans la cornée est dépendante de la durée de conservation et de 

l’intégrité de l’endothélium de la cornée conservée (232). Après kératoplastie, le Dextran est 

éliminé de la cornée en 12 heures (233). 

Lors de la conservation en organoculture, il existe également un gonflement stromal qui 

augmente avec la durée de conservation et qui est d’autant plus important que l’âge du donneur 

est jeune. Comme pour la conservation à +4°C, ce gonflement stromal est totalement réversible 

après greffe. L’épaisseur maximale des cornées conservées en organoculture 3 semaines est de 

900 à 1000 µm (63). 
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Il existe une diminution de densité des kératocytes initiale de 18%. Cette densité ne 

diminue plus les 3 premières semaines de conservation (234). La morphologie des kératocytes 

est surtout modifiée dans le stroma postérieur (cellules élargies et irrégulières, présence de 

noyaux encochés et de multiples vacuoles) alors qu’elle est préservée dans le stroma antérieur 

(234). Les fibres de collagènes du stroma subissent également des modifications lors de la 

conservation (diminution de la densité des fibres et modification de leur agencement, 

augmentation de l’espace entres les fibres de collagène sans modification de leur diamètre) 

(234). 

 

Modifications endothéliales 

La transparence cornéenne est maintenue grâce à l’agencement parfait des fibrilles de 

collagènes organisées en une superposition de 300 lamelles et à la régulation précise de 

l’hydratation stromale. L’agencement des fibrilles de collagène dépend en effet très étroitement 

de l’hydratation stromale maintenue à 3,04 mg d’eau/mg de tissu sec dans le stroma antérieur 

et 3,85 mg d’eau/mg de tissu sec dans le stroma postérieur. L’épaisseur stromale est 

linéairement liée à l’hydratation selon la formule suivante : Hydratation en mg d’eau/mg de 

tissu sec = 8 x épaisseur en mm-0,7. 

L’hydratation stromale (235) dépend quant à elle de facteurs limitants l’entrée d’eau dans 

la cornée (barrières mécaniques et pompe endothéliale Na+/K+) et de facteurs favorisants cette 

entrée d’eau (pression de la matrice extracellulaire stromale et pression intra-oculaire (PIO)). 

Il existe spontanément une accumulation d’eau dans le stroma liée aux charges négatives 

des protéoglycannes branchés sur les fibrilles de collagènes leur conférant une hydrophylie. 

Cette hydrophylie est responsable d’une pression dite de gonflement (PG) du stroma d’environ 

55 mmHg. Plus l’hydratation augmente plus la PG diminue de manière exponentielle, 

expliquant que l’œdème s’autolimite lorsque la PG s’annule. Lorsque l’endothélium est intact, 

la PIO joue un rôle considérable en luttant contre cette pression de gonflement. La pression 

d’imbibition (PI) est la différence PIO-PG. Lorsque la PIO est normale (env 15 mmHg), PI est 

négative (-40 mmHg) et correspond à l’aspiration qu’il faut exercer à l’intérieur du stroma pour 

empêcher toute modification de l’hydratation. Le signe négatif indique une sortie d’eau du 

stroma. En situation physiologique, c’est la fonction de pompe ionique des cellules 

endothéliales qui exerce très précisément cette «aspiration» considérable. L’endothélium 

fonctionne comme une pompe active grâce à la pompe Na+/K+ ATPase qui expulse le Na+ 
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dans l’humeur aqueuse et libère le K+ dans la cellule endothéliale créant ainsi un gradient 

osmotique assurant la déturgescence du stroma, l’eau suivant l’ion sodium. Les mouvements 

ioniques entraîne la création d’une différence de potentiel de 500mV entre les milieux intra et 

extracellulaire endothélial. Les mouvements de l’ion bicarbonate entraine une polarisation 

négative de la face endothéliale postérieure et intervient ainsi également dans la déturgescence. 

De l’autre côté de la cornée, la barrière épithéliale empêche l’imbibition du stroma à partir des 

larmes (Figure 14 ).  

 

 

Figure 14 : Mécanisme de déturgescence du stroma cornéen par la pompe endothéliale (EA 2521 BiiGC, Université 

Jean Monnet, Saint Etienne). 

 

Dès le prélèvement post-mortem puis de lors la conservation, la PIO devient nulle par 

définition et l’endothélium cornéen moins fonctionnel. La PG s’exerçant seule, l’œdème 

apparaît rapidement et est responsable du doublement de l’épaisseur de la cornée qui passe de 

520 à 1000 μm et plus (64, 235). Cet œdème est responsable de l’installation d’un cercle vicieux 

: l’œdème provoque un plissement endothélial majeur où les cellules endothéliales meurent de 

façon accélérée, altérant un peu plus la fonction de pompe endothéliale. C’est pourquoi, lors de 
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la conservation, il est indispensable d’ajouter au milieu de conservation une macromolécule 

augmentant l’osmolarité ou la pression oncotique du milieu et provoquant un mouvement d’eau 

depuis la cornée vers le milieu. Lors de la conservation à très court terme +4°C(USA, 2-5 jours), 

la cornée est transparente tout au long de la conservation car le milieu contient de la 

chondroïtine sulfate. En organoculture à 31°C (Europe, 2-5 semaines), en raison de sa toxicité, 

la déturgescence est réalisée uniquement dans les 48-72 dernières heures par l’ajout de Dextran 

T500 hyperosmolaire. 

Dans le détail, la fonction de barrière endothéliale disparaît rapidement en 3 jours lors de 

la conservation en chambre humide. Les lésions endothéliales débutent après 48 heures de 

conservation avec une perte cellulaire massive notée à 5 jours (236, 237). Il n’y aurait pas de 

différence significative de succès de greffe entre conservation du globe en chambre humide 

(24-48 heures) versus conservation en milieu M-K (2 à 4 jours) (238, 239). Le réchauffement 

du globe à température ambiante favorise la mortalité cellulaire endothéliale qui peut être 

réduite par le transfert de la cornée en milieu M-K maintenant la viabilité cellulaire endothéliale 

jusqu’à 9 jours (240, 241). 

La conservation des cornées en milieu M-K assure une viabilité cellulaire endothéliale 

supérieure aux cornées conservées en chambres humides ou cryoconservées (223). Il a été 

démontré que la viabilité cellulaire endothéliale et l’intégrité de structure de cellules 

endothéliales étaient maintenues constantes 3-4 jours en milieu M-K (59, 242) et jusqu’à 10 

jours en K-Sol (243, 244). La perte cellulaire maximale d’environ 30% est mesurée après 2 

jours en M-K et 10 jours en K-Sol (245). L’Optisol préserve morphologie cellulaire et épaisseur 

cornéenne 2 semaines en préservant les jonctions cellulaires et la fonction de barrière (246, 

247). En Optisol la perte cellulaire endothéliale est de 0,57% ± 0,30% par jour de conservation 

avec une moyenne de perte de 9,5ù à 4 jours de conservation en Optisol-GS et 16% à 21 jours 

(167).  

En organoculture prolongée, la perte cellulaire est estimée à 8-9% après 7 à 10 jours de 

conservation, 12% à 3 semaines, 18% à 4 semaines et 30 % à 5-6 semaines (13, 64) avec une 

mortalité cellulaire endothéliale prédominant dans les plis endothéliaux (15). 

Histologiquement, les modifications endothéliales présentées sont la présence de figures de 

rosette, une augmentation du pléiomorphisme et du polymégathisme, une augmentation de 

l’excentricité des noyaux et l’apparition de cellules multinuclées. Ces lésions résultent de 

l’élongation et de l’élargissement des cellules pour couvrir les zones de descemet dénudées 

(179, 248). D’autres modifications ultrastructurales telles que la présence de nombreuses 
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vacuoles, un gonflement des mitochondries et une augmentation globale de l’épaisseur des 

cellules sont réversibles (13). Au niveau cellulaire endothélial, les cellules présentent une 

augmentation de leur coefficient de variation de surface sans modification de l’hexagonalité 

(13). 

Pour les cornées conservées par cryoconservation, il a été rapporté une préservation de 

l’épithélium et du stroma mais une perte cellulaire de 27 à 38% en présence de Dextran (216, 

217). Les modifications endothéliales sont représentées par la présence de grandes cellules 

multinuclées, une augmentation du polymorphisme, la desquamation de cellules par rupture des 

structures d’adhésion et par altération du cytosquelette (213, 249, 250). La viabilité cellulaire 

endothéliale dépend des paramètres physiques de congélation et décongélation et de la 

concentration et du type de cryoprotecteur (251). Pour évaluer l’étendue des lésions latentes 

induites par la congélation –décongélation, il conviendrait de placer la cornée en organoculture 

au moins 24 heures avant utilisation ce qui complexifie et limite l’utilisation en routine de cette 

technique (211, 224). Deux études comparant à long terme des patients ayant reçu d’un côté un 

greffon cryoconservé et de l’autre un greffon non cryoconservé sont discordantes, l’une ne 

rapportant aucune différence en terme de survie et morphologie cellulaire (219), l’autre mettant 

en avant une plus grande incidence d’échecs primaires de greffes et de basse densité cellulaire 

endothéliale (221) . 

g) Contrôle de qualité 

Parallèlement aux contrôles de sécurités microbiologiques est réalisé le contrôle qualité du 

greffon, étape cruciale visant à céder un greffon dont la transparence et l’épaisseur soient 

optimale tout en maintenant un pool de cellules endothéliales le plus élevé possible. Cette étape 

de contrôle qualité est réalisée le plus tôt possible après réception du greffon en banque de 

cornée lors de la conservation à 4°C. En organoculture, la qualité endothéliale, la transparence 

et la pachymétrie cornéenne sont contrôlées après réception et mise en quarantaine de la cornée 

et avant cession pour greffe.  

 Qualité endothéliale 

La qualité endothéliale est un facteur déterminant de la survie du greffon (252). Une DCE 

élevée reste le paramètre le plus important en matière de qualité du greffon. Dans les séries de 

patients greffés depuis plus de 15 ans, une DCE élevée au moment de la greffe est le seul facteur 

retardant significativement l’épuisement endothélial et l’échec de greffe (253, 254).  
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Les critères de qualité classiquement utilisés pour accepter une cornée pour la greffe sont 

ceux décrits par Pels (183) (8): 

- DCE supérieure à 2000 cellules / mm². Plus la densité du greffon est basse, plus le 

coefficient de variation est élevé et plus la densité endothéliale postopératoire mesurée lors de 

la deuxième année postopératoire est basse la survie du greffon à long terme 

- mosaïque cellulaire continue ; 

- absence de cellules mortes après conservation ; 

- perte cellulaire au cours de la conservation inférieure à 20%, polymorphisme modéré ; 

- polymégathisme modéré 

- absence de gouttes groupées ou nombreuses et un coefficient de variation de la surface 

cellulaire endothéliale normal ou modérément augmenté faisant suspecter une cornea guttata 

(255). 

Une DCE basse, un fort polymorphisme et fort polymégathisme sont associés à un 

endothélium fragilisé et limitent la survie des greffons à long terme (16). 

Le contrôle de la qualité endothéliale doit être réalisé systématiquement à la fin de la 

période de conservation. 

 

Lors de la conservation en Optisol-GS à 4°C, ce contrôle est réalisé par microscopie 

spéculaire sur le greffon laissé en place dans sa chambre de conservation. L’observation est 

réalisée au tout début de la phase de conservation lorsque la cornée est la plus transparente (256, 

257). La conservation à +4°C inactive la pompe endothéliale et favorise donc l’œdème stromal 

entrainant une diminution de la transparence malgré la présence des molécules de déturgescence 

(Dextran, CS) dans le milieu. Afin de faciliter l’observation des cellules endothéliale, la cornée 

est réchauffée à température ambiante pendant 45 minutes à 2 heures selon l’efficacité du 

redémarrage de la pompe endothéliale. La répétition des cycles refroidissement/ réchauffement/ 

refroidissement est cependant néfaste car elle provoque une perte  cellulaire supplémentaire et 

des modifications morphologiques (258). La visualisation des cellules et la mise au point sur 

les bordures des cellules endothéliales en microscopie cellulaire requièrent un technicien 

expérimenté.  
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Lors de la conservation en organoculture, le contrôle endothélial est réalisé en début et fin 

de conservation (2-3 jours avant la greffe et avant déturgescence du greffon) selon un protocole 

spécifique décrit par Sperling (180).  

Ce contrôle s’effectue sous hotte à flux laminaire, à l’aide d’une coloration vitale (Figure 

15) par le bleu trypan 0,3% pendant une minute suivie d’une dilatation des espaces 

intercellulaires par un bain dans un sérum physiologique ou de sucrose pendant deux à quatre 

minutes. Le bleu trypan colore en bleu le noyau des cellules mortes (259). Ce colorant entre 

passivement dans les cellules et reste piégé uniquement dans les cellules mortes incapables 

d’exclure le colorant qui s’accumule alors dans le noyau qui apparaît coloré en bleu. Cependant 

la coloration au bleu trypan ne représente qu’une mesure instantanée sans préjuger de la 

dynamique de la mort endothéliale au cours de la conservation. Le taux de mortalité mesuré en 

bleu trypan à la fin de la conservation n’est pas corrélé avec la perte cellulaire en cours 

d’organoculture (180). Ainsi, certaines cellules non viables mais ayant encore une membrane 

intacte (cellules apoptotiques par exemple) restent négatives en bleu trypan (15). Dans la plupart 

des banques, la coloration au bleu trypan est surtout utilisée pour repérer des grandes plages de 

nécrose endothéliale qui font suspecter une prolifération de virus herpétique et éliminer les deux 

cornées appariées. 

Une fois préparé, le greffon est ensuite placé dans une boîte de pétri stérile hermétique et 

observé en microscopie optique (63, 260) (objectif x10 ou x20) avec prise d’au moins 3 

photographies de bonne qualité.  

La mesure de la DCE à proprement parler est le point le plus crucial de l’évaluation de la 

qualité du greffon. Elle peut être effectuée de deux façons : manuellement ou informatiquement.  

En France et dans la plupart des banques de cornées européennes, l’évaluation endothéliale est 

encore majoritairement réalisée à la main (63, 260). 

Le comptage manuel est fastidieux, peu standardisé et variable selon le technicien de 

banque. Il est réalisé soit en direct en observant les cellules visibles dans un réticule placé dans 

l’oculaire du microscope et en actionnant à la main un compteur. Une technique plus fiable 

consiste à calculer la DCE à l’aide d’une grille calibrée placée dans l’un des objectifs du 

microscope ou d’un appareil d’analyse d’image (Figure 16). En cas de mosaïque uniforme et 

de DCE élevée, cette stratégie de comptage est relativement fiable (261) alors qu’elle devient 

approximative en cas de mosaïque hétérogène et nécessite alors de compter dans plusieurs 

zones distinctes pour minimiser les erreurs.  



Partie Bibliographique                      Chapitre II : Conservation des greffons cornéens : 

 état de l’art et optimisations 

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 55 sur 188 

 

Figure 15 : Morphologie de l'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 hexagonales), un 

polymégathisme (anisocytose), une excentration des noyaux et des phénomènes de rosettes et de figures de reformation 

(cliché service ophtalmologie CHU Besançon-Banque de cornée de Besançon). 

 

 

Figure 16 : Comptage endothélial manuel (cliché service ophtalmologie CHU Besançon-Banque de cornée de 

Besançon). 
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Les méthodes de comptage assistées par ordinateur (automatisée) sont de plus en plus 

répandues. Les logiciels d’analyse d’image donnent des résultats fiables et reproductibles sur 

des cellules pouvant être difficilement visibles en microscopie optique (262, 263). La 

préparation préalable de l’endothélium reste inchangée. Les images de microscopie optique de 

l’endothélium sont acquises et numérisées afin d’être analysées par différents algorithmes. 

 Transparence 

En cas de prélèvement par énucléation, la transparence du tissu cornéen est vérifiée à la 

lampe à fente avant la conservation. Cette vérification n'est malheureusement pas réalisable en 

cas de prélèvement par excision in situ. Le greffon doit donc être examiné macroscopiquement 

avec la plus grande attention à toutes les étapes de la conservation pour rechercher une 

éventuelle taie cornéenne dont la visualisation est rendue difficile par l'œdème cornéen. Son 

évaluation reste donc très subjective. Plusieurs prototypes de mesure de la transparence ont été 

publiés dans les années 2000 mais jamais utilisés en routine (264). Depuis quelques années 

plusieurs dispositifs d’analyse d’image ont été développés pour évaluer la transparence et 

équipes certaines banques de cornées (265, 266) . 

 Epaisseur cornéenne 

La mesure de l’épaisseur cornéenne est une étape devenue incontournable avec le 

développement des greffes endothéliales. La tomographie à cohérence optique (OCT) (267) a 

progressivement remplacé la pachymétrie ultrasonique moins adaptée aux nouvelles exigences 

des banques. Les OCT Spectral Domain haute résolution (268, 269) et plein champ pourrait 

également permettre de mieux détecter les opacités du greffons (270, 271 ). 

 Cession du greffon 

L’analyse endothéliale détaillée, manuelle ou assistée par informatique comme permet de 

valider ou d’éliminer une cornée pour la greffe. Le critère minimal absolu est une DCE>2000 

cellules/mm2. Les deux critères additionnels de mortalité cellulaire  <2% et de perte cellulaire 

<20% entre l’analyse initiale et l’analyse finale sont laissés à l’appréciation du responsable 

médical et scientifique de la banque car la détermination de la mortalité est peu reproductible 

et la perte cellulaire dépend de la durée de conservation (16, 17, 142). Malgré l’importance 

croissante prise par l’analyse morphologique de l’endothélium dans la détermination de la 

qualité d’un greffon, ces paramètres ne constituent pas encore de critères permettant de rejeter 

certains greffons. 
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4. Les chiffres clés de la conservation des greffons cornéens : 

En France (Agence de la Biomédecine, Rapport d’activité 2016) (272)  

D’après les registres de l’Agence de la Biomédecine, 16 banques se partagent en 2016 la 

responsabilité de la conservation et de la délivrance de greffons cornéens. Cent quatre-vingt-

dix-neuf établissements de santé préleveurs participent au prélèvement de tissus sur donneurs 

décédés, dont 152 sont autorisés à la fois au prélèvement de tissus au bloc opératoire sur 

donneur d’organe, et au prélèvement de tissus en chambre mortuaire; 38 sont autorisés 

uniquement au prélèvement de tissu en chambre mortuaire et 9 au prélèvement de tissus 

seulement au bloc opératoire sur donneur d’organe. 

En 2016, l’activité de prélèvement de cornée a diminué mais les taux d’élimination 

également ce qui a permis de maintenir stable le nombre de cornées distribuées et le nombre de 

greffes déclarées :  

- Diminution de 2% du nombre de donneurs (5 601 en 2016 vs 5717 en 2015) et de 2% du 

nombre de cornées réceptionnées par les banques (11136 vs 11 392),  

- Augmentation de 0,8% du nombre de greffons cornéens distribués (4 979 vs 4 941) et 

diminution de 1% des greffes déclarées (4 459 vs 4 505)  

- Diminution de 1,3% du taux d’élimination des cornées  

- Diminution des exportations de cornées (178 vs 254 en 2015)  

Si la baisse des prélèvements peut sembler mineure, elle doit toutefois être lue en parallèle 

de trois autres indicateurs: 

 - Augmentation de 4,3% du nombre de patients nouvellement inscrits sur liste d’attente 

de greffe de cornée en 2016, (5 912 en 2016 vs 5 667 en 2015)  

- Augmentation de 12,3% du nombre de patients en attente de greffe au 1er janvier de 

l’année (2 910 en 2016 vs 2 592 en 2015)  

- Diminution de 4,8% du nombre de patients inscrits et greffés la même année exprimé par 

millions d’habitants. 

Il y a donc plus d’inscrits chaque année, cette augmentation est plus rapide que celle du 

nombre de greffe chaque année. Progressivement le nombre de patients en attente à l’instant t 

augmente. En 2016, pour la première fois, les chiffres de prélèvement ont baissé. Toutefois 
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l’activité de greffe reste relativement stable grâce au taux d’élimination qui s’est amélioré et a 

permis aux banques de distribuer plus de cornées que l’an dernier. Mais l’ensemble de ces 

indicateurs doivent nous alerter : les besoins en cornées augmentent. Si la France a réussi depuis 

plusieurs années à revendiquer sur ce seul tissu une relative autosuffisance, il faut garder à 

l’esprit que l’effort au prélèvement doit être maintenu en réponse aux besoins des banques et 

des greffeurs avec des taux d’élimination qu’il faut tendre encore à diminuer au maximum. 

Parmi les cornées prélevées, plus de la moitié sont considérées impropres à la greffe  Ces 

cornées sont alors utilisées pour la recherche scientifique ou détruites. Le taux d’élimination 

national a diminué à 52,9% en 2016 (versus 54,2% en 2015). Un total de 5 866 cornées ont été 

non qualifiées en raison de :  

- contre-indications médicales de sélection clinique (2,5%) 

- marqueurs positifs d’infection virologique ou syphilitique du donneur (16,9%)  

- contamination du tissu (bactériologie, mycologie) (11,1%)  

- qualité du tissu insuffisante (nombre de cellules endothéliales insuffisant, défaut de 

transparence, nombre de cellules mortes trop important, mauvaise découpe) (62%) 

- 2% non greffées dans les délais de 30 jours post prélèvement et périmées 

Le prélèvement de cornées en France a atteint en 2016 le chiffre de 11 139 cornées 

prélevées (-233 par rapport à l’an dernier ce qui représente au niveau national un taux de 166,7 

cornées prélevées par million d’habitants (+15,6 cornées prélevées pmh depuis 2012). 

En 2016, le taux de cornées greffées (traduisant l’accès à la greffe) est de 66,7 pmh tandis 

que le taux de nouveaux inscrits (traduisant les besoins) est de 88,5 pmh. A certaines périodes 

de l’année, les excédents conduisent à des exportations et/ou des péremptions 

Concernant le délai d’attente de greffe, 33,5% des patients sont greffés dans le mois suivant 

leur inscription sur liste d’attente, 54,5% dans les 2 mois, 76,5% dans les 4 mois, 86.0% dans 

les 6 mois et 91.0% des patients ont été greffés 8 mois après leur inscription. A l’issue d’une 

période de 2 ans, après information du patient et de son équipe de greffe il est effectué une 

désinscription systématique. Il faut toutefois noter une grande disparité dans la répartition 

géographique des greffons cornéens, certaines banques étant excédentaires tandis que d’autres 

sont en pénurie. Ainsi, l’objectif du BR que nous développerons est d’améliorer les conditions 

de conservation des cornées en banques (diminuer la perte cellulaire endothéliale) pour in fine 

limiter le nombre de greffons récusés pour défaut de qualité. 
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En Europe 

L’European Eye Bank Association (EEBA) a été fondée en 1989. Dans son rapport 2017, 

elle regroupait 68 banques de cornées réparties dans 22 pays. En 2015, ces 68 banques ont reçu 

39 525 cornées ; 66 % des cornées reçues ont été délivrées pour la greffe. Le pourcentage de 

cornées délivrées est de 55 % après conservation en organoculture. 

 

Aux USA (EBAA, European Bank Association of America, 20 10) 

Aux Etats unis, 78 banques de cornées sont habilitées pour la conservation et la délivrance 

de greffons cornéens. 107000 ont été reçues en 2009 et 60000 ont été délivrées pour greffe, soit 

56% des greffons reçus. Parmi les greffons délivrés, 43000 ont été distribués aux Etats Unis et 

17000 ont été exportés à titre lucratif à travers le monde (notamment dans les pays en voie de 

développement).  

Au total, environ 284 000 cornées sont prélevées chaque année dans le monde et 185 000 sont 

greffées, toutes techniques confondues alors que les besoins de la population mondiale sont plus 

proches de 12 millions. Le ratio donneurs/patients en attente de greffe de cornée est estimé à 1/70 

(3). La pénurie est donc immense et toutes les pistes susceptibles d’améliorer le nombre, la 

qualité et la sécurité des greffons doivent être explorées. 

Il n’y a actuellement aucune alternative à la greffe de cornées issues de donneurs pour traiter 

les affections cornéennes. Les xénogreffes sont rejetées systématiquement et rencontrent des 

obstacles éthiques et sécuritaires insurmontables ; les cornées artificielles sont en échec depuis 40 

ans et celles qui existent, malgré tout actuellement, ne concernent que quelques milliers de cas 

désespérés dans le monde ; les cornées entières bioingéniérées en laboratoire sont encore du 

domaine du rêve (4-7). Toutes les techniques de greffes actuelles sont donc totalement dépendantes 

des prélèvements effectués sur donneurs décédés et donc de la conservation.  
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CHAPITRE III : DEVELOPPEMENT ET VALIDATION D’UN NOUVEAU 

SYSTEME DE CONSERVATION : LE BIOREACTEUR CORNEEN 

La conservation des greffons cornéens s’effectue actuellement selon 2 principales 

techniques dans le monde : hypothermie à court terme à 4°C (5-10 jours), aux USA 

principalement, et organoculture à +31°C (jusqu’à 35 jours) en Europe (8, 9). Ces 2 techniques 

bien que très différentes donnent des résultats cliniques équivalents (10, 11). Développées dans 

les années 70 elles n’ont fait l’objet d’aucune amélioration significative depuis.  

Depuis les années 70, plusieurs équipes de recherches ont tenté de développer un dispositif 

alternatif aux techniques de conservations usuelles permettant la conservation et l’étude des 

greffons cornéens au plus proche des conditions physiologiques. Le premier de ces dispositifs 

a été décrit en 1973 par McCarey (273). Il est constitué d’un anneau assurant le blocage de la 

cornée au niveau de la sclère et d’un système de perfusion maintenant une pression endothéliale 

de 15 mmHg. Ce dispositif a été conçu pour la conservation et l’étude de cornées de lapin et 

autorisait la mesure de la pachymétrie cornéenne et de la DCE par microscopie spéculaire. La 

durée maximale d’étude était d’une dizaine d’heures.  

En 1989, Brunette propose un bioréacteur (BR) proche de celui de McCarey sur le principe. 

Ce BR permettait la conservation de l’intégrité de l’endothélium de greffons cornéens humains 

jusqu’à 3 semaines (274) grâce la mise en place d’un flux constant de milieu nutritif au niveau 

endothélial et par la conservation des BR en étuve à CO2 afin d’éviter l’oxydation et la 

contamination du milieu nutritif. D’autres équipes proposeront ensuite des modèles de 

bioréacteurs basés sur le même principe (275-277). En 1996, Foreman propose un BR cornéen 

innovant composé d’une simple boîte de pétri conservée jusqu’à 3 semaines en étuve à CO2. 

La cornée était placée sur un gel nutritif d’Agar/collagène (278). Extrêmement simple, ce 

système ne permet néanmoins que l’étude de l’épithélium cornéen. Ce principe sera repris et 

breveté par Fu-Shin X. Yu quelques années plus tard (279, 280). Quatre autres BR cornéens ont 

été brevetés à l’heure actuelle, mais n’ont à ce jour pas débouchés sur des publications 

scientifiques ou sur une commercialisation (281-284). Bien que de nombreux BR cornéens aient 

été étudiés, testés et brevetés, aucun système ne s’est imposé et n’a débouché sur une 

commercialisation, obligeant chaque laboratoire à développer son propre BR cornéen. 
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1. Objectifs du bioréacteur cornéen 

Comparativement aux différents dispositifs déjà conçus, les deux principaux objectifs qui 

ont guidé la conception de notre BR cornéen étaient la possibilité de caractériser le greffon 

cornéen en cours de conservation, sans rompre la stérilité du dispositif  et son utilisation pour 

la conservation en routine des greffons cornéens en banque de cornées. 

Le concept était de développer un BR cornéen totalement novateur, destiné à améliorer la 

conservation des greffons cornéens en rétablissant, dès le prélèvement, des conditions 

physiologiques de « pression intra-oculaire » et de circulation de liquide au même rythme que 

l’humeur aqueuse baignant naturellement l’endothélium. Le principal avantage attendu de la 

conservation de greffons cornéens en BR était donc l’absence d’œdème cornéen induit et donc 

l’absence de nécessité d’une phase de déturgescence ou d’utilisation de macromolécules 

altérant l’endothélium (177). Le maintien de la transparence est obtenu via le renouvellement 

constant du milieu de culture de l’endothélium et l’application d’une pression constante 

équivalente à la pression intra-oculaire physiologique (entre 15 et 20 mmHg) (274) dans la 

chambre endothéliale. Le maintien de la transparence apporte de nombreux avantages :  

- diminution de la perte cellulaire endothéliale dans les zones de plissements cornéens 

(285) 

- diminution de la perte cellulaire causée par l’étape finale de déturgescence en OC (286) 

- possibilité de proposer une caractérisation jusque-là inédite du greffon cornéen 

(épaisseur, transparence, détection d’interfaces enfouies de chirurgie réfractive, 

puissance optique du greffon) 

- possibilité de proposer la préparation de greffons endothéliaux par une découpe au 

laser Femtoseconde  

- possibilité de délivrer un greffon cornéen de qualité en urgence, sans attendre les 48 h 

de déturgescence 

Le système clos permet quant à lui le maintien de la stérilité tout au long du processus de 

conservation avec la possibilité, contrairement à la conservation en hypothermie, de réaliser des 

contrôles microbiologiques. Tous les contrôles peuvent être effectués stérilement, sans 

nécessiter de disposer d’une salle blanche.  

Le Tableau 2 compare les techniques de conservation actuelles (hypothermie et OC) avec 

les résultats attendus d’une conservation en BR cornéen.  
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Tableau 2 : Comparaison des techniques de conservation en hypothermie et OC des greffons cornéens par rapport 

aux résultats attendus d’une conservation en BR 

 Conservation 4 ° Conservation OC Conservation Bioréacteur 

Pays utilisateur (Nb de 

banques) 

USA (78) et reste du 

monde (estimé 50) 

Europe (dont 

France) (150) 

Europe puis pays émergents 

(USA ?) 

Nb cornées / an 100 000 100 000 ? 

Durée conservation habituelle 

(Maximum) 
3 – 4J (max 10J) 

2-3 sem. (max 5 

sem.) 
2 – 5 sem. (max 3 mois) 

% perte endothéliale / J de 

conservation 

0.5% / J les 5 

premiers jours 
1 à 2 % / j 

<-0,5%/J (moins de plis, 

circulation du milieu) 

+-/ déturgescence 
Déturgescence 

permanente 

Déturgescence de 2J 

= -7 à 14% 
Pas de déturgescence. 

Transparence au long de la 

conservation 
Oui Non Oui 

Temps de déturgescence Permanente 2 à 3 J Aucun (pas d’œdème) 

Milieu de conservation usuel 
Sans SVF 

(commercial) 

Conservation = avec 

2% SVF 

(commercial ou 

home made) 

Déturgescence = 

idem + dextran T500 

Milieu de conservation usuel 

sans dextran. 

Coût milieux + 
+++ (car 3 à 4 x 100 

ml) 
+ 

Coût container / bioréacteur + 0 ++ 

Coût petit matériel + +++ + 

Déconditionnement de la 

cornée pour contrôles qualité 
Non Oui Non 

Contrôles microbiologiques Non Oui Oui 

Coût infrastructure + +++ 
0 à ++ (selon normes du 

pays) 

Coût technicien + +++ 
+ à ++ (selon automatisation 

des contrôles) 

% destruction des greffons 

durant conservation 
5% 25% 12% 

% destruction des greffons 

pour autre motif 
25% 25% 25% 

% total de destruction de 

greffon 
30% 50% 37% 

Perspective «  contrôles 

qualité demain » 
0 + +++ 

Perspective «  extension 

durée conservation » 
+ (nouveau milieu ?) + (nouveau milieu ?) +++ 

Perspective «  découpes laser 

par les banques » 
+ 0 à + 

+++ (greffon transparent et 

bioréacteur compatible laser) 

Perspective «  intégration de 

thérapie cellulaire cornéenne 

par les banques » 

Non + 

+++ (conditions de culture 

ajustables aux besoins 

spécifiques) 



Partie Bibliographique  Chapitre III : Développement et validation d’un nouveau 

système de conservation : le bioréacteur cornéen 

 

 

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 63 sur 188 

2. Première version du Bioréacteur : Preuve de concept 

Le BR a, dès sa conception en 2011, été pensé pour pouvoir intégrer les instruments de 

contrôles cellulaires ou tissulaires présents (ou futurs). Pour cela :  

- Il est transparent de part en part permettant l’intégration de différents instruments : 

microscopes, macroscope, OCT, biomètre, laser, banc de mesure optique… 

- Il est doté d’un couvercle épithélial ouvrable si un contact direct avec le dôme cornéen 

était nécessaire pour réaliser certains contrôles (manipulation réalisée sous poste de 

sécurité microbiologique). L’ouverture du couvercle épithélial ne perturbe pas la 

pression coté endothélial ni la circulation de milieu du conservation dans le 

compartiment endothélial, la cornée reste ainsi transparente. 

- Il est réalisé dans un matériau biocompatible, stérilisable à l’oxyde d’éthylène ou en 

autoclave. L’ensemble du système est clos et stérile.  

Quand il est couplé avec un système de régulation (Figure 17), perfusé par du milieu de 

conservation CorneaMax, dans une étuve à CO2, à 31°C, il permet de restaurer le gradient de 

pression entre l’épithélium et l’endothélium, de renouveler en continu le milieu nutritif, et de 

monitorer des paramètres physicochimiques  

 

 

Figure 17 : Principe de base du système de régulation du bioréacteur. 

Le milieu de conservation part d’une réserve M1. Une pompe péristaltique détermine le débit (proche de 3µl/min, 

débit physiologique de l’humeur aqueuse humaine). Le liquide passe dans la chambre endothéliale, dont la pression est 

mesurée en continue par un capteur de pression (P cible = PIO physiologique de l’œil humain = 15 à 20mmHg), qui pilote 

une électrovanne tout-ou-rien (EV TOR). L’ouverture de cette dernière est conditionnée par l’atteinte de la consigne en 

pression pour la chambre endothéliale. C’est un débit à modulation de pression. Il y a ensuite passage dans la chambre 

épithéliale puis stockage du milieu dans la poche « poubelle » (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne). 
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Le premier prototype de BR cornéen a été réalisé par l’équipe de chercheur du 

laboratoire BiiGC afin de réaliser une preuve de concept. Le prototype a été réalisé en P, 

matériau connu depuis de nombreuses années pour son innocuité en chambre antérieure de l’œil 

(implants cristalliniens). Le dispositif a été fabriqué par tournage-fraisage, selon des plans 

originaux conçus au laboratoire (Figure 18).  

 

Figure 18. (A) Reproduction en 3-D d’une vue en coupe du BR. (B, D) BR en fonctionnement sur une plaque 

chauffante. Notez les 3 aimants néodyme permettant le verrouillage du BR. (c) schéma d’une coupe du BR (EA 2521 BiiGC, 

Université Jean Monnet, Saint Etienne) 

 

La cornée placée en BR est alimentée en chambre endothéliale par du milieu nutritif 

(CorneaMax) à un débit de 3,3 µl/min à l’aide d’un pousse-seringue, soit légèrement plus que 

le débit physiologique de 2,6 µL/min. Un second pousse-seringue alimente la chambre 

épithéliale à un débit de 1.6 µL/min. Une colonne de milieu permet de maintenir en permanence 

une pression de 18 mmHg en chambre endothéliale. Le BR est placé sur une plaque chauffante 

permettant une régulation de la température à 31°C. 
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Une première série d’essais incluant 10 cornées initialement conservées en OC et testées 

en BR sur une période de 12 h à 96 h a pu démontrer l’efficacité du système sur de courtes 

périodes. L’épaisseur et la transparence d’une cornée physiologiques ont pu être atteintes en un 

temps compris entre 6 et 24 h (Figure 19). La viabilité finale des greffons était comparable à 

celle des cornées témoins conservées en OC. 

 

 

Figure 19. Exemple de résultats de déturgescence et de transparence d’un greffon cornéen humain conservé en BR. 

(A) suivi au pachymètre à ultrasons de l’épaisseur cornéenne sur 48h ; (B) suivi de la transparence du greffon en BR grâce 

à la prise en photo d’une mire à travers la cornée en conservation. De petites bulles présentent en chambre endothéliale 

sont visibles. (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne) 

 

Bien que fonctionnel, les limites de ce premier dispositif sont cependant nombreuses, 

telles que la faible durée de vie des aimants servant à la fermeture du dispositif, les problèmes 

de maniabilité dus aux aimants, les problèmes de stérilités inhérents à la colonne de milieu 

ouverte sur l’extérieur permettant la mise sous pression de l’endothélium, ou encore 

l’encombrement du système d’instillation de milieu composé de deux pousses-seringues.  
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3. Evolutions et optimisation des prototypes 

Depuis 2011, différentes versions prototypes ont été développées (Figure 20) pour mieux 

répondre aux exigences techniques du BR. Chaque version a permis de valider certains 

concepts et a soulevé de nouvelles problématiques. A titre d’exemple, le système de blocage 

optimal de la cornée pour séparer les 2 chambres endothéliale et épithéliale a été validé à la V8. 

Les distances de travail entre vitre et cornées étaient validées dès la V6... (Mémoire de master 2 

Garcin T 

). 

 

 

 

Figure 20 : Evolution des différents prototypes de bioréacteurs depuis 2011 (EA 2521 BiiGC, Université Jean 

Monnet, Saint Etienne). 

. 
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Après la première version du BR, l’optimisation du prototype a porté essentiellement sur 

2 points principaux :  

- l’amélioration du système de verrouillage du dispositif 

- l’amélioration du système de régulation de débit et de pression 

Après réalisation de plan en 3-D à l’aide du logiciel de conception assisté par ordinateur 

SolidWorks (Dassault Systèmes, Vélizy, France), les différents prototypes ont été fabriqués par 

impression 3-D en résine biocompatible afin de tester leur fonctionnalité. 

 

Le verrouillage par aimant de la première version du BR avait l’avantage d’être vertical et 

n’entrainait pas, contrairement à un système de fermeture par vissage, de vrillage de la sclère 

au verrouillage. Après avoir testé sans succès un système de fermeture par clip (Figure 21A), 

nous nous sommes tournés vers un système de verrouillage par rampes opposées (-Figure 21B) 

puis par pas-de-vis, plus résistant (Figure 21C). A noter que le serrage n’est pas effectué 

directement sur la sclère mais sur une petite pièce intermédiaire permettant d’éviter la torsion 

de la cornée lors du verrouillage. 

 

 

Figure 21 : Reconstruction en 3D représentant l’évolution des systèmes de verrouillage du BR. (A) verrouillage par 

clip (BRv3) ; (B) verrouillage par rampes opposées (Brv6); (C) verrouillage par pas-de-vis (BRv9). (EA 2521 BiiGC, 

Université Jean Monnet, Saint Etienne, Bernard A.) 
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Le système de régulation de débit et de pression, initialement composé de deux-pousses-

seringues et d’une colonne de milieu permettant le maintien de la pression, a été totalement 

revisité pour permettre un contrôle précis de la pression endothéliale et rendre le système 

transportable.  

Le dispositif est désormais composé de 5 pièces principales (Figure 22) :  

- un infuseur passif, contenant le liquide nutritif et permettant la diffusion à un débit 

constant du milieu pendant plusieurs jours  

- un capteur de pression, enregistrant en permanence la pression en chambre 

endothéliale  

- une électrovalve en sortie de la chambre endothéliale, permettant par son ouverture et 

sa fermeture la régulation de la pression endothéliale  

- un microcontrôleur, pilotant la micro-valve en fonction des informations données par 

le capteur de pression  

- une poche « poubelle » munie d’une valve mécanique permettant la récupération du 

milieu usagé. Ce système permet donc la régulation en temps réel de la pression 

endothéliale cornéenne pendant plusieurs semaines. 

 

 

 

Figure 22 : Représentation schématique (A) et photographie (B) du système de régulation de pression. (1) Perfuseur ; 

(2) Capteur de pression ; (3) Electrovalve ; (4) Microcontrôleur ; (5) Poche poubelle. (EA 2521 BiiGC, Université Jean 

Monnet, Saint Etienne, Bernard A.) 

  



Partie Bibliographique  Chapitre III : Développement et validation d’un nouveau 

système de conservation : le bioréacteur cornéen 

 

 

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 69 sur 188 

4. Dernier prototype : bioréacteur version 12 PEEK (BR V12 PEEK) 

(Master 2, Garcin T) 

La dernière version du bioréacteur est le 13ème prototype développé par le laboratoire (BR 

V12 PEEK). Le BR V11 avait été réalisé soit en polyméthacrylate de méthyle (PMMA) 

stérilisable à l’oxyde d’éthylène (ETO) soit en polycarbonate (PC) (stérilisable en autoclave). 

Le PMMA et le PC ont montré leurs limites, notamment : transparence imparfaite, fuites 

entrées-sorties, problème de capot (fuite/serrage trop important). Une V11bis avec vitre en verre 

de qualité optique a permis de résoudre définitivement le problème de transparence, mais restait 

imparfaite (bulles d’air s’accumulant derrière la vitre, étanchéité imparfaite). Le polycarbonate 

a également montré ses limites avec notamment une dégradation non négligeable après 

plusieurs cycles en autoclave (déformations, craquellement, surface poreuse).  

Compte tenu des limites observées sur les V11, une ultime version en PEEK a été 

développée en vue du projet ABM, projet évaluant en condition réelle la conservation des 

greffons cornéens en BR sur une durée de 28 et 82 jours. Le PEEK a l’avantage d’être 

biocompatible, usinable, autoclavable et très résistant (287). Etant donné qu’il n’est pas 

transparent, il est vitré de part en part, pour permettre les contrôles tissulaires non invasifs 

usuels. Le design du V12 a également été revu pour permettre de nouveaux contrôles qualité, 

notamment la réalisation de comptage cellulaires endothéliaux en microscopie spéculaire au 

travers du BR. La V12 a bénéficié d’autres modifications et notamment d’une réduction de la 

hauteur globale, entrées-sorties redessinées pour éviter toutes fuites, chanfreins pour diminuer 

la formation de bulles gênant pour les différents contrôle qualité, changement des joints à usage 

unique (silicone), vitres en verre durci puis saphir (car après plusieurs cycles en autoclave le 

verre durci fondait et perdait ses qualités optiques ; le saphir n’est pas altéré dans le temps 

même après test de 10 cycles). La V12 a été finalisée informatiquement et livrée en janvier 

2016. 

Par ailleurs, une version industrialisable est toujours en cours de développement par un 

ingénieur R&D (P. Herbepin). Il s’agit d’un BR repensé pour être exploité de manière hybride 

soit en version « laboratoire de recherche » bardée de capteurs, soit en version « banque » 

(moins sophistiqué, produite à « grande échelle »). Elle reprendra l’ensemble des concepts des 

premières versions, mais avec une interface modulable destinée à répondre à la recherche ainsi 

qu’à la pratique courante en banque de cornée (Figure 23).  
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Figure 23 : Le schéma synoptique, principales fonctionnalités du BR de laboratoire (EA 2521 BiiGC, Université 

Jean Monnet, Saint Etienne). 

 

Les circuits de fluides sont indépendants pour la chambre épithéliale et endothéliale (1). 

Chacun des circuits étant asservi en pression, en débit (2) et équipé d’une rampe 

d’instrumentation biochimique avec divers capteurs(1). Ces circuits pourront prendre leurs 

sources dans différents réservoirs par un jeu de commutation d’électrovannes (4). Le système 

de pompe sera entièrement revu également (5) : des pompes à membranes piézoélectriques ou 

des pompes péristaltiques à billes devront être testées et paraissent mieux adaptées que 

l’utilisation de pompes de type péristaltique à rouleaux actuelle. Tous ces paramètres pourront 

être contrôlés indépendamment par boîtier « contrôle commande » (3), acquis et gérés (6). 

L’acheminement des fluides sera également revu (7) avec un système permettant de limiter le 

nombre et la longueur des tubes (concept de canaux gravés directement dans  un support). Un 

dispositif à force d’appui constante sera utilisé pour brider la cornée dans les chambres (8) : il 

fera suite à une étude de la force d’appui utile (ou seuil de pression mécanique minimal à 

exercer) sur la cornée à partir de laquelle l’étanchéité entre les chambres 

Endothéliale/Epithéliale est assurée à une pression de fluide définie. Ceci solutionnera 

notamment la création de plis mécaniques infligés au greffon (par une force d’appui non 
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contrôlée quantitativement et parfois trop importante sur les versions de BR actuelles), délétères 

pour la DCE. Des électrodes implantées dans les chambres pourront saisir à tout moment les 

caractéristiques électriques (résistance, inductance, capacitance) de la cornée (9), (10) (Figure 

23).  

Dans l’hypothèse de l’utilisation d’un milieu de conservation nécessitant une atmosphère 

avec 5% de CO2, un générateur de CO2 judicieusement implanté dans le circuit d’acheminement 

des fluides, permettra au bioréacteur de fonctionner en dehors de toutes enceintes à CO2 

(concept de circuit complètement hermétique imaginé par un procédé original).  

L’architecture physique répondra à un concept modulaire regroupant tous les organes par 

fonction. Tous les modules seront biocompatibles, démontables et autoclavables (pour 

réutilisation si utilisé à des fins de recherche, usage unique à terme pour une version 

complètement industrialisable). La chambre épithéliale sera équipée d’un capteur de niveau de 

liquide pour faciliter –si nécessaire, en fonction des protocoles de recherche souhaités- la 

fonction d’air lifting (concept développé pour reproduire les conditions physiologiques 

d’exposition de l’épithélium au monde extérieur et aux mouvements de paupières périodiques). 

Différents modes de configuration du bioréacteur de laboratoire seront ainsi possibles. Aussi, 

la banque de cornée de demain pourait être vue ainsi (Figure 24). 

 

 

Figure 24 : Avenir des banques de cornées? (EA 2521 BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne).  
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5. Méthodes de contrôle qualité développées autour du BR (Mémoire de 

master 2 Garcin T) 

Toutes les méthodes de mesure développées autour du BR ont pour rôle de contrôler la 

qualité du greffon cornéen tout au long de la conservation. Elles doivent être simples, 

reproductibles, fiables, non invasives et limiter les manipulations pour ne pas risquer de 

détériorer l’endothélium. Ainsi le BR est un système protecteur pour le greffon tout en 

permettant de réaliser les contrôles qualité aujourd’hui obligatoires, ainsi que les nouveaux 

contrôles de demain. 

Trois paramètres fondamentaux sont contrôlés durant la conservation en BR (Figure 25) : 

- la cartographie d’épaisseur en tomographie par cohérence optique (OCT) centro-

cornéenne et moyenne globale par intégration de plusieurs mesures ; 

- la transparence (dispositif original du laboratoire BiiGC et utilisé à la banque de cornée 

de St Etienne en pratique courante) ; 

- la densité cellulaire endothéliale (DCE, exprimée en cellules/mm2) : soit DCE 

« classique » par Microscopie Optique (après préparation au Bleu Trypan et NaCl 0,9%) ou par 

Microscopie Spéculaire (Non Contact ou Contact sans préparation) ; soit DCE viable par triple 

coloration Hoechst33342, Ethidium homodimère, Calcéine-AM (HEC) obligatoirement en fin 

d’étude car la méthode est destructive (toxicité cellulaire des réactifs). 

 

 
Figure 25 : Méthodes de mesures actuellement disponibles au BiiGC pour les contrôles qualité du greffon (EA 2521 

BiiGC, Université Jean Monnet, Saint Etienne). 
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Depuis l’abandon des greffes fraiches dont la longévité dépassait deux décennies, dans les 

années 70-80 pour des raisons logistiques et de sécurité sanitaire, la greffe de cornée s’est 

organisée autour de deux principales techniques d’eye banking: hypothermie aux USA et 

organoculture en Europe (dont Besançon fut pionnière pour la France) permettant une 

conservation respectivement à court et moyen terme. L’œdème stromal inéluctable lié à ces 

techniques passives engendre une perte cellulaire endothéliale importante qui réduit la longévité 

des greffons, limite les contrôles qualités de plus en plus exigeants et obère les développements 

futurs tels les prédécoupes des greffons ou le bioingéniéring endothélial. 

Le laboratoire « Biologie, imagerie et ingéniérie de la Greffe de Cornée (BiiGC, EA 2521, 

Université Jean Monnet de St-Etienne) a développé depuis 2010 une technologie de 

conservation active en bioréacteur qui limite l’œdème cornéen en restituant le gradient de 

pression de part et d’autre de la cornée et la circulation de milieu nutritif. Le BR permet ainsi 

de pallier aux inconvénients majeurs de la conservation cornéenne standard et de mettre en 

œuvre les développements du futur. 

La partie expérimentale de notre thèse présente quatre articles originaux rédigés à partir 

d’études cliniques et épidémiologiques réalisées en partenariat avec le CHU de Besançon et des 

résultats expérimentaux obtenus tout au long de ces trois années de doctorat.  

L’ensemble de ces articles 1/ retrace les évolutions des techniques de conservation et de 

contrôle des greffons ; 2/ dresse le bilan de l’évolution des techniques/indications de greffes en 

France; 3/ documente la perte cellulaire endothéliale précoce liée à la conservation passive en 

organoculture ; 4/ la compare avec la technologie active de conservation en bioréacteur. 
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EYE BANKING : HIER, AUJOURD’HUI, DEMAIN 

T GARCIN, AS GAUTHIER, G THURET, P. HERBEPIN, C JUMELLE, E COURRIER, S 
ACQUART, B DELBOSC, P GAIN 

 
EYE BANKING :HIER, AUJOURD’HUI, DEMAIN 
 

La cornée à la particularité de pouvoir survivre 
longtemps après le décès du donneur. Dans un envi- 
ronnement favorable, elle conserve, ex-vivo, une 
transparence et une viabilité suffisante pour pouvoir 
être greffée plusieurs semaines après son prélève- 
ment et assurer son rôle chez le receveur pendant des 
décennies. Ce délai ex-vivo est mis à profit par les 
banques de cornée pour vérifier la qualité intrin- 
sèque du tissu, l’absence de risque microbiologique 
et optimiser l’organisation de la greffe. En plus de 
leurs rôles réglementaires, les banques de cornées 
jouent donc un rôle crucial dans l’utilisation opti- 
male d’une ressource par définition limitée. 
Rappelons que, si en France le nombre de prélève- 
ment est depuis plusieurs années suffisant pour 
satisfaire les besoins de la population, cette équi- 
libre est très loin d’être atteint dans le monde où 70 
greffons sont nécessaires pour un seul disponible 1. Si 
l’augmentation du nombre de prélèvements est une 
solution indispensable sur le long terme, l’amé- 
lioration des méthodes de conservation est la pers- 
pective importante et réaliste à ce jour pour aug- 
menter sans délai le nombre et la qualité des greffons 
disponibles. 
 

EYE BANKING D’HIER 
 

La première trace, chez l’homme, d’une greffe de 
cornée (kératoplastie), est une xénogreffe rapportée 
par Kissam en 18382. La première allogreffe est réa- 
lisée par Zirm en 1906 en actuelle République 
Tchèque, à partir d’un œil énucléé3. La très grande 
rareté des globes énucléés chez les vivants, amène le 
Russe Filatov à introduire dès 1935, la greffe dite 
« fraîche », simple conservation à froid des globes 
oculaires de cadavre dans une chambre humide 
pendant 24-36 heures4, 5. Il démontre ainsi que la 
cornée survit après la mort du donneur et survit par- 
faitement chez le receveur durant 20 ou 25 ans. Ce 
progrès considérable, qui a fait référence dans le 
monde entier, ne permettait cependant pas de réali- 
ser de contrôle qualité (simple inspection visuelle de 
la transparence de la cornée) et sa souplesse 
logistique était nulle : les receveurs en tête de liste 
d’attente devaient rester à jeun tous les matins dans 

l’espoir d’un prélèvement. Cette greffe « fraîche », 
référence jusque dans les années quatre-vingt, a été 
progressivement remplacée au profit une technique 
de conservation développée par McCarey et Kauf- 
man aux USA, en 19746, 7. Dans cette technique, la 
collerette cornéosclérale est découpée dès que pos- 
sible après le décès, immergée en milieu liquide 
contenant du Dextran (polymère de glucose destiné à 
augmenter l’osmolarité du milieu et conserver ainsi 
la cornée déshydratée, fine et transparente) et des 
antibiotiques, et conservée à 4C pendant 3 à 4 jours. 
Parallèlement, au même moment également aux 
USA, Summerlin en 19738, puis Doughman en 19769, 

10 développent une tout autre technique de 
conservation entre 34 °C et 37 °C, dite en organo- 
culture (OC), basée sur les techniques de culture 
cellulaire et de conservation de la peau et qui per- met 
une conservation longue durée jusqu’à 30 jours. 
Cependant, la survenue d’une endophtalmie fongique 
post greffe à partir d’un greffon en OC a arrêté le 
développement de cette technique aux USA 
(contamination à cause d’une conservation dans une 
boîte de Pétri non étanche dans une étuve à CO2 de 
culture cellulaire). Les deux techniques vont dès lors 
évoluer en parallèle, 4 °C aux USA et OC en Europe. 
Pour l’hypothermie la composition des milieux 
évolue avec adjonction de chondroïtine sulfate en 
1988 et commercialisation successive- ment des 
milieux CSM, K-Sol, DexSol, Optisol-GS (1991), 
dont seul le dernier persiste encore (Baush & Lomb). 
Le contrôle qualité endothélial utilise un microscope 
spéculaire mis au point dans les années soixante-dix 
et est réalisable au travers du flacon ou de la chambre 
de conservation sans déconditionner ni manipuler la 
cornée ce qui est un point très inté- ressant et 
sécurisant. Pour l’OC, trois innovations sont 
apportées par Sperling fin des années soixante- dix au 
Danemark11-14 : 1/contrôle microscopique de la 
qualité cellulaire endothéliale, nécessitant la sor- tie 
de la cornée puis sa manipulation qui consiste à 
exposer l’endothélium à du chlorure de sodium iso- 
tonique (NaCl 0,9 %) pour visualiser les cellules et, 
plus accessoirement, colorer au bleu Trypan les 
noyaux des cellules mortes et qui n’ont pas encore 
desquamé ; 2/ milieu contenant du Dextran durant 
toute la durée de conservation minimisant l’œdème 
stromal ; 3/système en flacon scellé pour éviter les 
contaminations dans les étuves de conservation. 
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L’observation par Pels, en 1983 au Pays-Bas, d’une 
accumulation de Dextran dans les kératocytes, a 
finalement conduit à organiser l’OC en deux phases15 

: une phase de conservation sans Dextran jusqu’à 5 
semaines, suivie d’une phase de déturges- cence en 
fin de conservation pendant 48-72 heures avec du 
Dextran T500. Cette dernière étape permet au greffon 
de retrouver une épaisseur et une trans- parence 
satisfaisante. Depuis le milieu des années quatre-
vingt, les 2 techniques n’ont pas connu de 
modifications. 
Enfin plus anecdotique, la cryoconservation décrite 
par Mueller16 dans les années soixante, puis Capella et 
Kaufman17 dans les années quatre-vingt-dix, per- met 
en théorie une conservation sans limite de temps. 
Cependant, la lourdeur de l’infrastructure nécessaire 
pour garantir la température extrême et la perte 
endothéliale massive aux différentes étapes de 
conservation a conduit à son abandon18-20. La 
lyophilisation proposée par King en 1957, puis 
reprise par Payrau en 1958, et Stocker en 1960, tout 
comme la silico-dessiccation par Payrau et Pouli- 
quen en 1960, sont quant à elles, oubliées. 
 

EYE BANKING D’AUJOURD’HUI 
 

En pratique, seules l’hypothermie à court terme et 
l’OC à long terme se sont pérennisées, offrant des 
résultats cliniques similaires21-23, alors que tout les 
oppose ou presque. Elles ne permettent cependant pas 
d’atteindre les résultats de la greffe fraîche, ni en 
termes de vitesse de réhabilitation visuelle post- 
opératoire, ni en termes de survie du greffon à long 
terme chez le receveur (autrefois rappelons de l’ordre 
de 20-25 ans contre 10-12 ans actuelle- ment). 
 
Hypothermie à court terme 

Méthode de référence aux USA (100 % des cor- 
nées), elle est également majoritaire dans le monde 
(83 % des cornées au monde1). L’immersion de la 
collerette cornéosclérale se fait dans un flacon en 
verre ou dans une chambre de visualisation en poly- 
carbonate (chambre de Krolman, Boston, Massa- 
chusetts / chambre de Baush&Lomb, Irvine, Cali- 
fornie). Le tout premier milieu, le milieu McCarey et 
Kaufman6 permettaient une conservation de 1 à 3 
jours. Il est encore utilisé dans certains pays, de 
manière anecdotique. Depuis le début des années 
quatre-vingt-dix, le milieu de conservation princi- pal 
est l’Optisol-GS (Gentamycine-Streptomycine) 
(Baush & Lomb). Depuis peu, d’autres laboratoires 

proposent, sur le même principe, d’autres milieux 
(Cornea-cold d’Eurobio, les Ulis, France ; Eusol-C 
d’Alchimia, Padoue, Italie ; Cornisol d’Aurolab, 
Madurai, Inde…). Point important, aucun de ces 
milieux ne contient de sérum de veau fœtal. La 
conservation en Optisol-GS peut se faire en théorie 
jusqu’à 14 jours, mais en pratique aux USA, l’ob- 
jectif est que les cornées soient greffées dans les 5 
jours, car au-delà la survie endothéliale diminue 
fortement et rapidement. L’Optisol-GS contient du 
Dextran et de la chondroitine sulfate, deux macro- 
molécules qui limitent fortement l’œdème stromal et 
la formation des plis postérieurs dans le stroma. Il 
faut noter que cette technique, dont l’avantage est 
d’être en vase clos, ne comporte pas de contrôle 
microbiologique. Le contrôle endothélial est réalisé 
en microscopie spéculaire avec comptage d’un 
nombre limité de cellules endothéliales (autour de 
50), n’est réalisé qu’une seule fois (le plus souvent en 
tout début de conservation) et les cellules ne sont 
visibles qu’après réchauffement du flacon à tempé- 
rature ambiante plusieurs heures avant l’examen. La 
dégradation rapide de la qualité endothéliale en 
quelques jours impose aux banques une organisa- 
tion logistique très rigoureuse, avec du personnel 
dédié pour proposer très vite les greffons au travers le 
monde et organiser les transports en conséquen- ce. 
 
Organoculture à moyen terme 

L’OC à une température variant entre 31-37 °C selon 
les pays et les banques (31 °C classiquement en 
France), dans un milieu nutritif contenant des 
antibiotiques actifs à ces températures, permet 
d’étendre la conservation jusqu’à cinq semaines si 
besoin. Elle est la méthode la plus utilisée en Euro- 
pe depuis les années 8024, 25 (68 % des cornées pré- 
levées en Europe, 17 % des cornées prélevées dans le 
monde1). Cette technique a été inventée par William 
T Summerlin (NY, USA), puis Donald J Doughman 
et Richard L Lindstrom (Minnesota, USA) dans les 
années soixante-dix, combinant un milieu de culture 
avec 10 % de sérum de veau fœtal et des antibiotiques. 
Elle a été introduite en France grâce à Bernard 
Delbosc et Patrick Hervé (Besan- çon). Ses avantages 
sont la durée de conservation de l’ordre de 5 semaines 
permettant ainsi une gran- de souplesse dans 
l’allocation des greffons, la qua- rantaine 
microbiologique (encore optimisée par l’utilisation 
de flacon à hémoculture placé en auto- mate à 
détection continue26-28) et la qualité des contrôles 
endothéliaux réalisables. Ses inconvé- 
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nients (et non des moindres) sont l’œdème stromal 
majeur qu’elle induit et le fait que le procédé soit 
nécessairement « ouvert » en boîte de Pétri au 
moment de l’évaluation de la qualité greffon (la 
microscopie spéculaire étant impossible à cause des 
plis endothéliaux et de la trop grande réflectivité du 
stroma œdémateux). Le Minimum Essential Medium 
(MEM) sert de base aux différentes ver- sions du 
milieu de conservation d’organoculture. En France, 
ce milieu a eu pendant longtemps le sta- tut de produit 
thérapeutique annexe (PTA, décret 2004-829) délivré 
par l’ANSM. Les PTA ont dispa- ru en janvier 2016. 
Les milieux sont désormais des dispositifs médicaux 
de type III. Les anciens PTA devront se mettre en 
conformité pour 2019. Ces milieux peuvent être 
vendus ailleurs en Europe avec un marquage CE. Ils 
contiennent 2 % de sérum de veau fœtal, 
indispensable à la survie des cellules endothéliales 
au-delà de plusieurs jours. Dans de nombreux pays, 
le milieu est fabriqué et condition- né par les 
pharmacies hospitalières ou les banques de cornées 
elles-mêmes. 
L’OC se déroule obligatoirement en 2 phases : durant 
la première phase, la perte du contrôle de 
l’hydratation cornéenne engendre très rapidement un 
œdème stromal majeur accompagné de nom- breux 
plis endothéliaux responsables d’une mortali- té 
endothéliale spécifique par apoptose 29, 30. Cet œdème 
(autour de 1000-1100 μm) réduit également la 
transparence et rend impossible la suture dans le lit 
receveur. Une étape de déturgescence cornéenne est 
donc indispensable. L’extraction de l’eau en excès 
dans la cornée est obtenue par immersion dans un 
milieu hyperosmolaire. L’addition d’une 
macromolécule (Dextran T500 le plus souvent) dans 
le milieu de conservation permet d’en aug- menter 
l’osmolarité. Cette phase de déturgescence en 
Dextran est responsable d’une surmortalité 
endothéliale 31, 32 et devrait être absolument limitée à 
48 heures Elle est initiée juste avant la cession et 
l’expédition de la cornée vers le bloc opératoire. Dans 
la pratique, pour des raisons logistiques et non 
scientifiques, elle dure parfois entre 2 à 5 jours, et 
aucun moyen en routine ne permet de vérifier la perte 
des cellules au cours de cette période. Le der- nier 
contrôle endothélial est en effet au mieux réa- lisé au 
moment du changement de milieu et la den- sité 
cellulaire communiquée au chirurgien ne tient pas 
compte de cette phase de déturgescence33. 
L’OC nécessite par ailleurs une infrastructure coû- 
teuse comprenant au moins dans certains pays 
d’Europe, une salle blanche et un poste de sécurité 

microbiologique, indispensable pour garantir la sté- 
rilité des greffons lors des contrôles qualité endo- 
théliaux. En effet, à la différence de la conservation à 
4 °C, la cornée doit être déconditionnée pendant 
plusieurs longues minutes pour être préparée puis 
observée sous un microscope optique à lumière 
transmise. Par contre, l’analyse de l’endothélium est 
possible sur une plus grande zone qu’en micro- 
scopie spéculaire et il est possible de colorer le noyau 
de cellules mortes en utilisant du bleu Trypan 
(coloration décriée car très peu sensible même si elle 
reste d’usage). 
Le principal avantage de l’OC est, qu’en préservant 
les activités métaboliques du tissu cornéen, la durée 
de conservation peut être étendue. Néanmoins, même 
si elle est ralentie par rapport à la conserva- tion à 4 
°C, la perte endothéliale est importante : de l’ordre de 
1-2 % par jour de conservation32 (contre une mortalité 
physiologique de 0,6 % par an, rappe- lons-le). 
Au final, même si elles rendent de grands services à la 
population mondiale, aucune des deux méthodes de 
conservation n’est excellente. La méthode idéale 
devrait combiner un système clos « easy to control 
and ready to graft », une longue durée de conserva- 
tion et une préservation de la viabilité endothéliale 
proche de ce que nous offrait la greffe fraîche. 
 

AMÉLIORATIONS 
DE LA DERNIÈRE DÉCENNIE 
 
Comptages endothéliaux automatisés 

Les techniques de comptage manuel dans un cadre 
fixe (« fixed-frame ») sont les plus anciennes, les plus 
simples, mais elles sont les plus imprécises et 
prédisposent aux erreurs34, 35. Elles ont été abandon- 
nées au profit des méthodes de comptage informa- 
tisé, soit dans un cadre fixe, soit dans une forme de 
contours libres (« variable frame ») plus précise 
encore. Différentes méthodes de reconnaissance des 
cellules existent : soit reconnaissance automa- tique 
ou semi-automatique des bords cellulaires, soit 
pointage manuel des centres et reconstruction 
informatique de bords cellulaires. La fiabilité du 
comptage dépend de la bonne calibration du micro- 
scope et du logiciel utilisé. Les logiciels d’analyse 
d’image donnent des résultats fiables et reproduc- 
tibles sur ces cellules souvent difficilement visibles 
en microscopie optique36, 37. A ce jour, 4 logiciels de 
comptage ont été développés spécifiquement pour 
une détection automatique des cellules endothé- liales 
conservées en OC : Endo Cell Count analysis 
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software (Navis EyeBank system, Nidek, Tokyo, 
Japon), Cell Analysis Eye-bank Software (second 
programme dans la suite Navis EyeBank), Endothe- 
lial Analysis System EAT (Rhinetec, Düsseldorf, 
Allemagne), et Sambacornea (Tribvn, Châtillon, 
France). Ce dernier est utilisé en pratique courante à 
la banque EFS Auvergne-Loire de Saint Etienne et 
équipe également l’ANSM : il a été validé36, permet 
d’augmenter la taille de l’échantillon endothélial 
compté (plus de 300 cellules par comptage, soit plus 
que tout autre logiciel de comptage disponible), et 
fournit des données similaires à celles de la Cornea 
Donor Study qui a permis une certaine uniformisation 
dans l’évaluation des comptages endothéliaux en 
routine, depuis 200637-42. Mais actuellement, une 
grande variabilité intra et inter- banque subsiste en 
France35 et dans le monde1 : l’évaluation de la qualité 
endothéliale reste impar- faite de par la multiplicité 
des techniques d’acquisi- tion, des méthodes de 
comptage, de l’expérience différente des banques. 
Ceci explique l’hétérogé- néité des résultats trouvant 
ou non une corrélation de la densité cellulaire 
endothéliale (DCE) comptée en banque et celle 
retrouvée après kératoplastie transfixiante ou 
DSAEK43-45. Rappelons cependant que la DCE reste 
un des déterminants importants pour la survie du 
greffon chez le receveur46. 
Par ailleurs, si le comptage de la DCE en banque reste 
un outil de sélection pour les cornées éligibles à la 
greffe (>2000cell/mm2), certaines limites ne lui 
permettent pas de refléter très exactement le capital 
endothélial transmis au receveur, notamment : 1/quel 
que soit le mode de conservation il y a tou- jours un 
laps de temps entre le dernier comptage et la greffe, 
durant laquelle la viabilité cellulaire dimi- nue sans 
être quantifiée ; 2/les cellules ne sont comptées, par 
définition, que dans les zones où elles sont visibles, 
et leur distribution peut être inhomogène47 ; toutes les 
cellules présentes lors du comptage ne sont  pas  
nécessairement  viables ; à 4 °C il n’y a pas de 
coloration vitale possible et la perte cellulaire n’est 
pas linéaire, elle accélère en fin de conservation ; en 
OC la coloration au bleu Trypan 0,4 % peut être 
difficile à interpréter, les cellules meurent au rythme 
de 1 % par jour32 dans la phase de conservation, et 
après le dernier contrô- le endothélial, le greffon est 
immergé dans un milieu de déturgescence 
responsable d’une mortali- té supplémentaire estimée 
à 7 % par jour31, 48, 49. 
Dans cette perspective d’optimisation du comptage 
endothélial en routine, un nouvel outil permet de 
vérifier la calibration et la fiabilité des dispositifs de 

comptages des banques : les Kératotests. Des 
défaillances dans la calibration sont souvent res- 
ponsables d’une surestimation dans les comptages 
endothéliaux (et donc de la délivrance de greffons 
comportant souvent bien moins de cellules endothé- 
liales que prévue…). Les micromètres étalons stan- 
dards ne permettent que de valider le grandissement 
du système optique, c’est pourquoi le concept de 
Kératotest a été développé : notre équipe a dévelop- 
pé des mosaïques microscopiques, mimant des 
endothéliums cornéens, pour lesquelles la DCE et la 
morphométrie sont exactement connues. Ces 
Kératotests ont pu être analysées par différentes 
banques avec leurs microscopes usuels (transmis- 
sion ou spéculaire) et par différents techniciens dans 
chaque banque, afin d’estimer au mieux la variabilité 
intra et inter banque. Une première géné- ration de 
Kératotests reproduisait l’endothélium cornéen 
humain coloré au rouge alizarine, fixé et monté à plat 
sur une grille de 1 mm2 et protégé par une lamelle. 
Cette première génération a mis en évi- dence une 
grande variabilité intra et inter banques parmi 21 
banques Françaises42, 50. Cependant la pro- duction à 
l’identique de plusieurs lames test n’est pas possible 
car les lames de ces Kératotests pro- viennent 
d’endothéliums cornéens fixés. La secon- de 
génération de Kératotests a été directement gra- vée 
par laser avec 12 mosaïques hexagonales de tailles 
différentes sur un verre plat38 : elle n’était pas destinée 
à la production de masse et elle a prouvé son utilité 
pour vérifier la fiabilité de la méthode de comptage 
endothéliale. La troisième génération de Kératotests 
utilise des techniques utilisées en micro-optique47 : 
tous sont identiques et non alté- rables, comportant 12 
mosaïques représentant les DCEs typiquement 
analysées en banque. Ils ont été envoyés à 50 banques 
volontaires dans le monde entier et comptés par plus 
de 130 techniciens de banque. Les Kératotests sont 
également utiles à la formation initiale et continue des 
techniciens, ainsi qu’à la validation de nouveaux 
logiciels de compta- ge. 
 
Comptage endothélial en 3D 

L’endothélium des cornées conservées forme de 
nombreux plis distribués au hasard et pouvant 
atteindre 200 µm de haut. Les zones totalement 
planes sont donc exceptionnelles et les images 
endothéliales utilisées pour compter les cellules 
comportent pratiquement toujours des zones en 
pente, même si les techniciens évitent les zones les 
plus plissées. Le comptage endothélial commet 
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donc systématiquement une erreur de parallaxe 
(même nombre de cellules comptées dans une sur- 
face plus petite qu’elle n’est en réalité) responsable 
d’une surestimation de la DCE. Pour augmenter la 
précision du comptage endothéliale nous avons 
montré que la reconstruction 3D de la surface endo- 
théliale et la prise en compte de la pente réduisaient 
en moyenne la DCE de 8,1±4,5 % 51. L’acquisition 
d’une pile d’images séparées de 10 µm est facile- 
ment réalisée par un microscope motorisé en Z et un 
logiciel ad hoc. Le logiciel de reconstruction et de 
correction de la DCE est en cours d’industriali- sation 
par Tribvn (Chatillon, France). 

 
Caractérisation morphométrique améliorée 

Les relations morphologies-fonctions sont étudiées 
depuis les débuts de la microscopie spéculaires chez 
les patients. Au cours de la conservation, des 
modifications cellulaires temporaires peuvent inter- 
venir et altérer la mosaïque endothéliale mais ces 
modifications restent très peu étudiées52. La DCE 
reste ainsi le principal critère de qualité endothélia- 
le. Le polymégéthisme (uniformité de taille), le 
pléiomorphisme (uniformité de forme) sont rare- 
ment bien pris en compte. Lorsqu’ils sont bien 
quantifiés pas analyse d’image, leur influence sur la 
qualité du tissu endothélial reste inconnue, proba- 
blement car que les 2 paramètres étudiés (coeffi- cient 
de variation de surface cellulaire et pourcenta- ge 
d’hexagones) sont trop restrictifs52-54. Pour améliorer 
la précision des paramètres morphomé- triques, 
d’autres fonctions géométriques pourraient être 
utilisées (diamètres Feret, rayons de cercles inscrits) 
pour définir chaque cellule55. 

 
Sécurisation microbiologique améliorée 

La possibilité de réaliser des tests microbiologiques 
est un point fort de l’OC par rapport à la conserva- 
tion à 4 °C. Historiquement, les tests se basaient sur 
une observation macroscopique du milieu de 
conservation, une inoculation sur des gels d’agar 
standards (gélose sang, Sabouraud). Une période 
d’incubation trop courte faisait redouter des faux 
négatifs, en particulier pour les champignons, qui 
nécessitent du temps pour se développer. Cependant 
nous avons prouvé que le temps d’OC doit être limité 
pour mieux préserver le capital endothélial chez le 
receveur 32. Ainsi des techniques microbiologiques 
(modernes flacons à hémoculture aérobies, 
anaérobies et fongiques) ont été validées pour per- 
mettre de réduire au maximum la période de qua- 
rantaine, sans risque56, 57. D’autres études ont validé 
leur performance diagnostique58. Leur utilisation a 

même été extrapolée pour des tests microbiolo- 
giques de produits de thérapie cellulaire (culture de 
cellules-souches limbiques) 59. Cette méthode per- 
met la détection rapide de 95,5 % des agents conta- 
minants en 24 heures, et 100 % en 48 heures (même 
pour les inoculé fongiques) : elle est donc fiable et 
plus rapide que les méthodes conventionnelles. 
L’utilisation des flacons à hémoculture et de systè- me 
de détection automatique est devenue une méthode de 
référence pour de nombreuses banques60 et pour 
l’ANSM dans le cadre de tests de routine. 

 
Analyse instrumentale de la transparence 

Bien que l’objectif principal d’une greffe cornéenne 
soit le plus souvent la restauration de la transparen- 
ce globale, l’évaluation de la transparence des gref- 
fons ne dispose pas encore d’une technique fiable et 
précise. Différents prototypes de mesure de transpa- 
rence ont été publiés dans les années 2000, mais non 
utilisés en pratique courante61, 62. Son évalua- tion 
reste actuellement subjective, laissée à l’appré- 
ciation du préleveur (facilement faussé par les 
modifications post-mortem non spécifiques), du 
technicien de banque (à l’œil nu à travers les parois 
d’un flacon rond optiquement de moyenne qualité et 
un greffon mobile dans un liquide rouge aidé 
rarement d’une lampe à fente intégrée à la banque) et 
du chirurgien greffeur en bout de chaîne. Les 
Allemands ont développé un support plastique à 
usage unique et immergent les cornées dans un fla- 
con de culture cellulaire à parois planes facilitant une 
observation en lampe à fente, mais ce dispositif n’est 
pas utilisé en France. 

 
Pour pallier cet écueil, de nouveaux dispositifs ont été 
développés, validés et utilisés en routine par leurs 
développeurs. En France à la banque de St- Etienne, 
la transparence est mesurée par une tech- nique 
d’analyse de la transmission des contrastes à travers 
la cornée 63. En Italie, à la banque de Mestre, la 
quantité de lumière transmise à travers la cornée est 
mesurée par un Luxmetre64. Cependant, quel que soit 
le dispositif utilisé, ce contrôle qualité reste difficile à 
cause de l’œdème stromal et des plis pos- térieurs 
endothéliaux, lors de la conservation en OC. L’idéal, 
malheureusement impossible à mettre en œuvre, 
serait de pouvoir mesurer la transparence cornéenne 
APRES déturgescence, mais cela néces- siterait un 
contrôle supplémentaire (imposant une lourdeur 
logistique) et comporterait un risque de 
contamination puisque la cornée devrait une nou- 
velle fois être déconditionnée. 
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Pachymétrie fiable et non contact 

La mesure de l’épaisseur cornéenne est devenue 
incontournable avec le développement des greffes 
endothéliales dans les pays à haut niveau. La pachy- 
métrie contact par ultrasons, dont la stérilisation de la 
sonde est hasardeuse et ne correspond pas aux 
exigences des banques, a été supplantée par la 
tomographie par cohérence optique (OCT). Sa pre- 
mière utilisation en banque remonte à 2002, pour 
pouvoir étudier les changements sur la structure, la 
forme et l’épaisseur des tissus, induits par la conser- 
vation65. L’OCT permet une mesure rapide et fiable 
en plusieurs points est non-contact, permettant de 
garder le greffon stérile et montre une bonne 
concordance avec la pachymétrie à ultrasons66. 
Le développement des OCT Spectral-Domain haute 
résolution ou ultra haute résolution pourra proba- 
blement permettre de mieux caractériser la structu- 
re, l’épaisseur du greffon, de mieux visualiser les 
opacités, et de détecter efficacement une ancienne 
chirurgie réfractive67, 68. L’apport potentiel de ce 
nouveau contrôle qualité pour le receveur devra être 
validé par des études cliniques prospectives multi- 
centriques. 
 
Pré-découpes lamellaires par les banques 

Avec l’essor des greffes endothéliales, les pratiques 
des banques vont significativement évoluer. Ces 
développements, qui n’en sont qu’à leur début avec 
le raffinement de certains fabricants de lasers fem- 
toseconde, sont présentés dans un chapitre dédié : 
« greffons endothéliaux et banques de tissus ». 
 
Quantification de la viabilité endothéliale 

Toute évolution dans les méthodes de conservation et 
de préparation des greffons cornéens nécessite, en 
parallèle, des avancées dans les méthodes de 
contrôles qualité, fiables, simples, et reproductibles. 
Plusieurs techniques ont été développées au fil du 
temps in vitro ou in vivo : historiquement, rouge 
Alizarine in vitro colorant les jonctions intercellu- 
laires, bleu Trypan (test d’exclusion de colorant uti- 
lisable ex vivo, test de perméabilité membranaire, et 
donc colorant les noyaux des cellules mortes et non 
encore desquamées), détection in situ in vitro des 
cellules apoptotiques avec les techniques TUNEL29, 

30, 69 (fragmentation spécifique de l’ADN). Ces 
techniques ne fournissent qu’une information très 
partielle sur la viabilité endothéliale. Nous avons mis 
au point pour la totalité de l’endothélium cornéen in 
vitro, un test de viabilité en microscopie à 
fluorescence. Il s’agit d’une triple 

coloration dite « HEC » : le Hoechst 33342 se fixe à 
l’ADN de toutes les cellules vivantes et mortes et est 
fluorescent en bleu ; l’éthidium-homodimère se fixe 
uniquement à l’ADN des cellules mortes (à 
membrane perméable) et est fluorescent en rouge ; la 
Calceine-AM, non fluorescente est transformé en 
molécule fluorescente verte lorsqu’elle est estéri- fiée 
par les estérases ubiquitaires présentent unique- ment 
dans les cellules vivantes. Cet HEC est quan- tifié 
précisément par un logiciel de comptage CorneaJ 
(Plugin d’ImageJ) spécialement dédié et gratuitement 
accessible70, 71. Nous avons ainsi défini la notion de 
DCE viable, c’est-à-dire le nombre de cellules 
viables (Calcein +) sur l’ensemble de la surface 
cornéenne. Cette méthode (uniquement 
expérimentale car les réactifs sont toxiques) présen- 
te l’avantage de ne pas être spécifique d’espèce et est 
donc utilisable sur des cornées animales comme test 
préclinique. Elle est suffisamment simple et robuste 
pour quantifier la viabilité endothéliale avec une 
précision inégalée, pour la mise au point de tout 
nouveau médicament, milieu de conserva- tion, 
dispositif médical cornéen, ou process d’eye banking 
de demain. 
 

EYE BANKING DE DEMAIN EN BIORÉACTEUR 
 

Aujourd’hui, avec des techniques d’eye banking 
bientôt quarantenaires, de nombreux besoins restent 
insatisfaits et constituent les challenges de l’eye 
banking de demain : 
- amélioration du nombre de greffons disponible au 
travers le monde : rappelons que le ratio donneurs / 
patients en attente de greffe de cornée est de 1/70 
dans le monde1 contre 1/1,63 en France (rapport 
2016 de l’Agence de Biomédecine) 
- amélioration de la qualité endothéliale en cours de 
conservation (réhabilitation des cornées de qualité 
médiocre qui représentent jusqu’à 20 % des cornées 
dans les banques) 
- préservation de l’épaisseur et de la transparence 
cornéenne normale 
- comptages cellulaires endothéliaux reflétant fidè- 
lement le capital cellulaire transmis au receveur, 
avec des mesures non toxiques de la réelle viabilité 
et de la fonctionnalité endothéliale 
- quantification fiable de la transparence 
- détection des chirurgies réfractives antérieure 
- conservation encore plus longue sans perte de 
qualité, pour garder en réserve des cornées dispo- 
nibles pour l’urgence 
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Figure 1 : Eye banking au cours du temps. Demain, la conservation des greffons pourra être effectuée dans 
l’environne- ment contrôlé de bioréacteurs placés dans un automate dimensionné en fonction du volume des banques. 

 
 

 

 

 
L’objectif idéal est en somme de retrouver la qualité 
cellulaire des greffes fraîches d’hier (quasi 100 % de 
cellules viables et fonctionnelles), tout en gardant les 
contrôles de qualité et de sécurité obligatoires 
d’aujourd’hui tout en anticipant l’eye banking de 
demain : c’est ce que propose la conservation en 
bioréacteur 
 

Rappelons en effet que les techniques d’eye banking 
(OC comme 4 °C), sont toutes deux passives et n’ont 
jamais connu de modification de rupture. Elles 
induisent de ce fait une perte endothéliale 
importante, qui se solde par une perte de qualité et 
une réduction de la survie du greffon comparée à la 
greffe fraîche d’autrefois. 
Or, le maintien de la transparence cornéenne passe 
par un contrôle actif de son hydratation. Le stroma 
cornéen est spontanément hydrophile : la pression de 
gonflement (PG) correspond à l’hydrophilie naturelle 
du stroma. Deux mécanismes principaux empêchent 
la formation d’un œdème cornéen : la pression 
intraoculaire (PIO) et la pompe endothélia- le qui 
exerce la pression d’imbibition (PI) permet- tant 
d’aspirer l’eau du stroma afin de maintenir le système 
à l’équilibre. L’équation PI = PIO-PG est un modèle 
éprouvé qui permet de comprendre ce 
fonctionnement 72. Au moment du décès et lors du 
prélèvement, l’hypotonie et l’arrêt du fonctionne- 
ment endothélial se traduisent rapidement par la 
formation d’un œdème stromal. L’œdème prédomi- 
ne dans le stroma postérieur du fait d’une structure 
collagénique plus lâche et forme des plis endothé- 
liaux profonds où la mortalité endothéliale est 
importante probablement à cause de perturbations 
mécaniques sur le cytosquelette73. Un cercle vicieux 
s’installe donc très rapidement et entretient la 
surmortalité endothéliale : hypotonie et hypo- 

 
fonctionnement endothélial/œdème cornéen/plis 
endothéliaux/mortalité endothéliale accrue/œdème 
cornéen. 
Notre laboratoire « Biologie, imagerie et ingénierie 
de la Greffe de Cornée » (BiiGC EA2521, Univer- 
sité Jean Monnet, Saint-Etienne) a donc développé 
depuis plusieurs années un système de conservation 
active autour du concept de bioréacteur cornéen qui 
rétablit activement la pression intraoculaire et per- 
met un renouvellement continu du milieu de 
conservation, à 31 °C. Ce système breveté se diffé- 
rencie des chambres antérieures développées par des 
physiologistes et toxicologue car il est spécialement 
conçu pour la conservation active de la cornée à long 
terme. La pression et le débit du milieu de 
conservation peuvent être adaptés à volonté, mimant 
les paramètres physiologiques (PIO et flux d’humeur 
aqueuse). Cette conservation active per- met alors de 
conserver une épaisseur stromale quasi 
physiologique, sans plis endothéliaux et donc sans 
surmortalité endothéliale. A la différence de l’OC, 
l’étape de déturgescence en fin de conservation est 
inutile. Le système est clos, à usage unique, du pré- 
leveur jusqu’au chirurgien, permettant des contrôles 
endothéliaux fiables, simples, reproduc- tibles, et ce 
à n’importe quel moment de la conser- vation : 
comptage endothélial grâce à un microsco- pe 
spéculaire grand champ dédié, analyse de 
transparence, analyse de l’épaisseur cornéenne par 
OCT. La sécurité microbiologique est possible par 
prélèvements de milieu par de sites de prélèvement 
stériles à différents points du système. Le bioréac- 
teur cornéen a été évalué en 2016 dans un large essai 
préclinique randomisé contrôlé autorisé par l’Agence 
de la Biomédecine : il permet, en comparaison avec 
l’OC, de délivrer à long terme (28 jours) 3,75 fois 
plus de greffons et de meilleure 
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qualité cellulaire (+25 % de cellules endothéliales 
viables), une meilleure structure et fonctionnalité 
cellulaire (meilleure activité des pompes endothé- 
liales notamment) tout en assurant une excellente 
sécurité microbiologique74. Il pourrait être une solu- 
tion réaliste pour les banques de cornées de demain 
(Fig. 1). Il permettra probablement dans un futur 
proche de proposer plus de cornées greffables, et des 
greffons de meilleure qualité avec une DCE viable 
plus élevée qu’avec les méthodes de conservation 
actuelles. 
Par ailleurs, il permettra une simplification logis- 
tique pour les banques (système clos, pas de salle 
blanche, pas de changement de milieu, réalisation 
simple, fiable et sûre des contrôles qualité), tout en 
garantissant une meilleure conservation que les 
méthodes utilisées actuellement. Il permettra égale- 
ment d’offrir la possibilité de faire évoluer les 
contrôles qualité avec le développement d’outils 
dédiés au dépistage de chirurgie réfractive, et de 
répondre aux nouveaux besoins suscités par l’aug- 
mentation des greffes lamellaires prédécoupées en 
banque ou au bioengineering d’après-demain… 
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Abstract 

Optimal ex vivo corneal storage in eye banks is crucial both to increase the number of 

corneas suitable for graft and their intrinsic quality, mainly their number of viable endothelial 

cells (EC) that governs graft survival in recipients. In both passive storage methods in use 

worldwide (short-term cold storage in the USA and long-term organ culture (OC) in Europe), 

a significant EC loss is inevitable. Here we show that, with an active storage in an innovative 

bioreactor that restores the intra ocular pressure and medium renewal, two fundamental 

physiologic parameters, EC survival is improved by 23% compared with OC, after a 4 week-

storage. A 4-fold higher expression of Na+/K+ ATPase that supports one of the major EC 

pumping functions is also observed in the bioreactor. In addition, corneas remain thin and 

transparent, making them suitable for surgery at any time. This new active method of eye 

banking may contribute to reduce the huge scarcity for donor corneas worldwide. 

 

Key words: cornea, human, bioreactor, long-term storage, endothelium, eye banking, 

viability, intra ocular pressure 
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Introduction 
With nearly 200,000 people operated on each year in the world, corneal transplantation 

(keratoplasty) is the most frequent transplantation. Nevertheless, the shortage of donors remains 

immense since global needs are 70 times greater (Gain et al., 2016). Any process likely to 

increase the number and quality of transplants available therefore deserves to be explored. 

For 70 years after the first keratoplasty in the early 20th century, the cornea had to be 

transplanted within hours of the donor's death. With these so-called fresh grafts, the very short 

delay between death and transplantation enabled to preserve the viability of the corneal tissue 

and especially of its endothelium, a monocellular layer situated at the inner part of the cornea, 

deprived of proliferating capacity and necessary for maintenance of corneal transparency by 

effect of barrier and of pumping of water of the corneal stroma. Fresh grafting, on the other 

hand, did not allow any organizational flexibility, remained limited to the scale of a hospital 

department and did not ensure satisfactory microbiological safety because of the reduced delay. 

To overcome these major disadvantages blocking the spread of transplantation, eye banking 

was developed in the 1970s, first in the USA, with two main techniques that persist today: short-

term storage in hypothermia (up to 10 days) and long-term storage at physiological temperature 

called organoculture (OC) (up to 5 weeks) (L. Pels, 1997). 

Importantly, both techniques are passive, consisting simply of immersing the cornea, 

isolated from the rest of the eyeball, in a storage liquid derived from cell biology. The OC 

medium contains fetal calf serum to ensure cell survival over time but the hypothermic storage 

medium does not because of the reduced metabolic activities due to cold. Neither of these two 

techniques takes into account corneal physiology and in particular the critical role of intraocular 

pressure (IOP) shown in Figure 1. In spite of the immense service rendered for years and still 

today by the two storage technics, it is undoubted that corneas undergo irreversible alteration 

during storage ((Albon, Tullo, Aktar, & Boulton, 2000; Gain et al., 2002; Komuro, Hodge, 

Gores, & Bourne, 1999), especially an endothelial cell loss hundreds of times faster than during 

the donor life, in OC (Thuret et al., 2003) like in cold storage (Kitazawa et al., 2017). 

This accelerated cell loss during storage has several consequences: 1/ for the recipient, it 

reduces the available cell capital whereas it is obviously one of the factors determining the 

survival of the graft (Armitage, Dick, & Bourne, 2003; Nishimura, Hodge, & Bourne, 1999); 

2/ for the bank, it explains the existence of a storage limit: beyond that, the risk is too high of 

having a graft of poor quality leading to abnormally short survival in the recipient or, in the 
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extreme, primary failure; 3/ finally, it is also responsible for part of the destruction of grafts by 

banks when their quality becomes insufficient. As such, 34% of the 40894 corneas preserved 

in OC in Europe in 2016 (EEBA, 2018) and 39% of the 136318 corneas preserved in 

hypothermia in the USA in 2016 (EBAA, 2017) were not used for keratoplasty. The degradation 

of cellular quality is an important part of the reasons for non-compliance, but the data from the 

two registers cited do not allow us to quantify it precisely. By experience, we estimate it 

between 10 and 20%. 

In order to reconstitute a more physiological corneal environment and break the vicious 

circle of hypotonia/corneal edema/endothelial lesions, we have developed a bioreactor that 

reconstitutes a transcorneal pressure gradient equivalent to IOP and a renewal of the nutrient 

medium, thus defining the notion of active conservation (Guindolet et al., 2017). This work 

compares passive OC storage with active storage in the bioreactor. 
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Figure 1. Role for intra ocular pressure in corneal physiology. 

(A) The control of corneal shape, transparency and thickness requires the functioning of the endothelial 

pump, and the presence of a normal intra ocular pressure (IOP). The biochemical composition of the stromal 

extracellular matrix explains its natural swelling when immersed in water. This swelling pressure (SP) (of 55 

mmHg in humans) is counterbalanced by the IOP (15+/-5 mmHg) that constantly push forward the posterior 

corneal surface and by the constant water efflux exerted by the endothelial pump. The latter is assimilated to the 

imbibition pressure (IP) and the equilibrium can be summarize with the equation IP=IOP-SP (Bryant & 

McDonnell, 1998). After donor’s death and even more after corneal excision, the loss of IOP associated with the 
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progressive loss of endothelial pumping functions explain the rapid swelling of the cornea that almost double in 

thickness, reaching 1000-1100 μm. The posterior part of the cornea becomes more edematous than the anterior 

part because of a different arrangement of its collagen fibers, and forms numerous folds reaching 200 μm of depth. 

A vicious circle arises: the edematous stroma forms endothelial folds responsible for a major EC stress and cell 

death (Albon et al., 2000; Gain et al., 2002; Komuro et al., 1999); the damaged endothelium is incapable of 

pumping the excess water; the stroma keeps swelling until reaching a new steady state. During passive storage, 

the edema is only partially reversed with osmotic molecules (e.g. dextran in OC or chondroitine sulfate in cold 

storage) (E. Pels & Schuchard, 1983) added to the storage media. (B) Clinical illustration of the close relationship 

between IOP and corneal thickness. Ocular hypotonia was caused by a penetrating wound in the iridocorneal angle 

(white arrow). With IOP close to zero, the cornea spontaneously swelled and presented posterior folds despite 

normal endothelial cells. After surgical repair with a scleral patch, IOP and thickness regained normal values and 

folds disappeared. CCT = central corneal thickness. Color: slit lamp images of the anterior segment. Black and 

white: sagittal cross section obtained by optical coherence tomography. 
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Results 

Baseline donor characteristics are similar to the usual donor population 

A total of 98 donors were screened between March 1, 2016 and November 24, 2016. The 

nurses of the hospital coordination for organ and tissue recovery collected the absence of 

opposition to a scientific donation for 60 of them. Of the 60 pairs of corneas  that were enrolled 

and randomized to be stored in the BR vs in OC, 8 did not meet the inclusion criteria at D2 and 

52 continued the protocol. Donors were 24 females and 28 males. Their mean age was 79+/-12 

years old (from 49 to 97). Time between death and procurement was 16+/-4 hrs (from 4.30 to 

24.00 hrs). Twenty nine percent of eye had benefited from a cataract surgery with intraocular 

lens implantation (same number in both groups). 

 

The rate of microbiological contamination is low and comparable in both groups 

Only one cornea in each group (from 2 different donors) was found contaminated, both 

positive on the day(D)2 tests. A Staphylococcus haemolitycus was found in the OC cornea 

(detected 17 hrs after sample inoculation in the blood bottle) and a Enterococcus Faecium 

(detected 3 hrs after sample inoculation in the blood bottle) in the BR. The other cornea of each 

pair remained sterile, continued the storage but was not included in the pairwise analysis thus 

leaving 50 pairs in the statistical analysis. 

 

Endothelial cell density is higher after storage in the bioreactor 

Large numbers of ECs were counted in order to obtain a large sampling and increase cell 

count reliability. At D2, a mean of 1008+/-426 (with specular microscopy) versus 1879+/-595 

(with light microscopy) cells were numbered for the BR and OC respectively (P<0.001) and at 

D26, 1437+/-415 versus 1856 +/-571 (P<0.001). In order to quantify the final endothelial 

assessment with the triple Hoechst/Ethidium/Calcein-AM staining, 23844+/-8846 versus 

18643+/-8015 cells were analysed for the BR and OC respectively (P<0.001). 

Corneas of both groups had similar ECD at retrieval (D2) with 2607+/-340 versus 2577+/-

357 cells/mm2 respectivelly for the BR and for OC (P=0.243). At D26, ECD was significantly 

higher in the BR with 2350+/-322 vs 2061+/-412 cells/mm2 in OC (P<0.001). The mean 

difference was of 290 cells/mm2, 95%CI (198-382), corresponding to 12% more EC in the BR. 

We calculated daily EC loss, assuming that the rate of decay (λ) was constant over time for the 
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26 days (with ECDt2=ECDt1*eλ (t2-t1)). It was of 0.44% per storage-day 95%CI(0.44-0.45) for the 

BR and 0.93% 95%CI(0.86-1.01) for OC. In addition, the cell loss was also calculated from the 

individual data of each cornea. It was of 0.41% per storage-day 95%CI(0.32-0.50) for the BR and 

0.85% 95%CI(0.73-0.97) for OC (P<0.001). 

When the viable ECD were compared at D28, the difference was also significant and higher 

in size: 2188+/-379 in the BR versus 1687+/-389 cells/mm2 in OC (P<0.001). The mean 

difference of 501 cells/mm2 95%CI(429-572) corresponded to 23% more viable cells in the BR. 

Results are represented Figure 2A.  
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Figure 2. Endothelial quality during storage in the bioreactor versus in organ culture. 

(A) Box plots of the endothelial cell density (ECD) over time. Thick horizontal lines show the distribution 

median; boxes, the interquartile range (IQR); and individual circles, the outliers between 1.5 and 3 times the IQR. 

Whiskers mark the highest and lowest non-outlying values. The number of pairs of corneas remaining at each time 

point is given under the boxes. The horizontal hatched bar represented the usually accepted ECD threshold for 

non-suitability of corneas, based on the eye bank cell count. (B) Graft quality at the end of the 4 week-storage. 

The 3 categories (standard, premium and superpremium) schematically corresponded to 3 specific surgical 

techniques requiring increasing ECD: penetrating keratoplasty (PK), Descemet Stripping Automated endothelial 

keratoplasty (DSAEK) and Descemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK). 
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In a pragmatic way, we defined 3 groups of increasing ECD corresponding to 3 categories 

of corneas used in numerous eye banks worldwide. Because the number a ECs transferred to 

the recipient’s eye is the only cellular parameter that can be quantifyed by eye banks and 

because there is a strong biologic background on the role of EC in graft survival, it is admitted 

that the higher the ECD the higher the probability of prolonged survival. In addition, since 10 

years, new surgical techniques of corneal grafts called endothelial keratoplasty (EK) have 

become the method of choice for treating a category of frequent corneal diseases called 

endothelial dystrophies, because they allow selective replacement of the endothelium. EK 

require a specific preparation of the tissue and specific technics of implantation, both steps 

known to kill a significant number of ECs. Furthermore, in endothelial dystrophies, the 

recipient’s endothelium is, by definition, severely impaired and post-operatively, transparency 

of the cornea relies only on the donor ECs carried by the graft. For these two reasons, EK 

require the use of donor cornea with high ECD. Corneas having more than 2600 cells/mm2 were 

named superpremium, premium was used for corneas between 2400 and 2600 cells/mm2 and 

standard for those between 2000 and 2400 cells/mm2. The superpremium corneas are 

theoretically best suited for Descemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK, a technique 

requiring the manual dissection of the endothelium of the donor cornea), the premium corneas 

for Descemet Stripping Automated Endothelial keratoplasty (DSAEK, another EK technique 

comprising the lamellar cutting of the donor cornea with a microkeratome or a femtosecond 

laser) and the standard corneas for penetrating grafts. The later is the reference corneal graft 

technique, applicable for all corneal diseases and still the most frequently used worldwide (Gain 

et al., 2016). Although the definitions of these ECD thresholds were not established from 

clinical trials, they correspond to the reality in the world of eye banking. At retrieval, the 

distribution of corneas in the 3 categories (standard, premium, superpremium) did not differ 

between the BR and OC with respectively 16 standard, 12 premium, 22 superpremium in OC 

and 14 standard, 8 premium, 28 superpremium in BR (P=0.438). After a 4 week-storage, there 

quality was significantly decreased in OC (Figure 2B) compared to the BR. In particular, in 

OC 87.5% of the standard corneas became not suitable for graft because their ECD fell bellow 

2000 cells/mm2 (threshold for non-suitability for most of the eyebanks worldwide), compared 

to 29.0% only in the BR (P<0.001). Thirteen percents of the superpremium corneas and 33% 

of the premium corneas in the OC groups also became not suitable for graft versus none in the 

BR group (P<0.001). Furthermore, in the superpremium group, 46% were downgraded to 

standard graft in the OC group versus 32% in the BR group (P<0.001). 
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Corneas stored in the bioreactor are thinner and more transparent than in organ 

culture 

Restoration of the IOP allowed a rapid decrease of corneal thickness, resulting in thinner 

corneas at D2. This reduction continued at a lower rate during storage in the BR, contary to OC 

where corneal thickness kept increasing. Notably, the distribution of thickness between the 

different corneas was narrower in the BR than in OC whatever the time point. After 48hrs 

deswelling, the OC corneas were significantly thinner than the BR corneas (608+/-53 versus 

684+/-52 μm P<0.001) (Figure 3A). Cross section OCT (Figure 3B) clearly showed that the 

BR contributed to an almost complete disappearance of posterior folds that remained marked 

in OC corneas until the final deswelling step. 
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Figure 3. Evolution of corneal thickness and transparency during storage 

(A) Box plots of the central corneal thickness over time. Thick horizontal lines show the 

distribution median; boxes, the interquartile range (IQR); and individual circles, the outliers between 

1.5 and 3 times the IQR. Whiskers mark the highest and lowest non-outlying values. The number of 

pairs of corneas remaining at each time point is given under the boxes. Note that organ cultured (OC) 

corneas were immersed at D26 for 2 days in a Dextran-containing medium to allow rapid deswelling 

according to the procedure routinely used in eye banks. Corneas stored in the bioreactor (BR) did not 

require deswelling. (B) Representative example of the evolution over time of thickness and transparency 

of a pair of corneas stored in OC and in the BR. *For thickness, the measurement was not repeated in 
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the BR at D26 in order to avoid a supplementary manipulation (the epithelial chamber must be emptied 

to allow performing OCT), but as no change occurred in the functioning of the BR during the whole 

storage, thickness at D26 was very likely similar as at D28. The red bar represents the 2 day-deswelling 

step in Dextran-containing medium necessary for OC corneas only. The orange color in the BR was due 

to the color of storage medium. 

 

Expression of Na+/K+-ATPase in ECs is significantly higher after storage in the 

bioreactor.  

A stronger staining of Na+/K+ ATPase was observed in ECs of corneas stored in the BR 

than in OC (n=17 pairs). On the contrary, the staining of mitochondria by COX IV seemed not 

different (n=16 pairs). After proteins quantification by western blot, the expression of Na+/K+ 

ATPase was 3.8±1.4 (1.6, 6.0)) times higher in the BR than in OC (P<0.001, n=14 pairs) 

whereas the expression of COX IV was not significantly higher in the BR than in OC (ratio = 

1.2±0.4 (0.7, 1.8), P=0.110, n=11 pairs). 
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Figure 4. Expression of Na+/K+ ATPase and COX IV in endothelial cells after 28 days of 

storage in organ culture and in the bioreactor.  

(A) low (for staining homogeneity) and high (for subcellular location) magnification of immunostaining for 

Na+/K+ ATPase (n=17 pairs) and COX IV (n=16 pairs) on flat mounted whole corneas. The nuclei were 

counterstained in blue using To-Pro-3. (B) Western blot for Na+/K+ ATPase (n=14 pairs) and COX IV (n=11 pairs) 

and quantitative results. A representative exemple of the WB is provided for 6 different pairs. 

 

Subcellular structures of ECs are better preserved in the bioreactor than in organ 

culture 

For all the pairs of corneas studied, the hexagonal organization of the apical surface of 

ECs, perfectly outlined by ZO-1 expression, appeared more regular in the BR than in OC. In 

addition, ECs of corneas stored in the BR presented more complex interdigitation of their lateral 

membranes as revealed by N-CAM expression. These two features were characteristic of 

normal ECs in vivo (Figure 5). 

 

Figure 5. Assessment of subcellular structures of endothelial cells. In addition to an higher 

endothelial cell density, visible on the pictures, the endothelial cells of corneas stored in the bioreactor 

presented morphological features closer with cells of in vivo corneas than corneas stored in organ 

culture. The apical surface was revealed by labeling ZO-1 of the tight-junctions and the lateral 

membranes by labeling N-CAM. The nuclei were counterstained in blue using To-Pro-3. 
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The epithelium remains multilayered in the bioreactor 

For all the pairs of corneas studied, the labeling of CK3+12 and of E-cadherin showed a 

better organization of the epithelium in the BR than in OC, with more numerous fully 

differentiated superficial K3K12+ cells and well defined E-cadherin expression in plasma 

membranes of superficial and wing cells (intermediate epithelial layers). ΔNp63+ cells were 

found in the basal cell layer in both groups and seemed comparable (Figure 6). On confocal 

images, the epithelial thickness was 15±8 µm (0, 33) in BR versus 7±6 µm (0, 22) in OC 

(P<0.01), corresponding with was 3.3±1.5 (0, 6) cell layers in BR versus 1.6±0.9 (0, 4) in OC 

(P<0.01). This was consistent with the HES stained cross sections that showed a better-

preserved epithelium in the BR than in OC. 

 



Partie expérimentale   Publication 4: Innovative corneal 

bioreactor for long-term eye banking 

 

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 134 sur 188 

 

Figure 6. Central epithelium after 28 days in organ culture or in the bioreactor. (A) Histological cross 

sections stained by Hematein Eosin Saffron (HES) are put in perspective with immunostaining on flat mounted 

whole corneas. Differentiated epithelial cells was stained using anti-Cytokeratin K3/K12 and progenitors were 

stained using anti-P63; the first column showed expression of CK3+12 using maximum projection of whole 

epithelial thickness; The last two columns showed superficial and basal expression of CK3+12 and ΔNp63. (B) 

The superficial, intermediate and basal layers of the epithelium were stained using anti-E-cadherin and anti-ΔNp63 

(n=5). Nuclei were counterstained in blue using To-Pro-3. 
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Discussion 

We have developed a corneal bioreactor that restores a transcorneal pressure gradient that 

reproduce the physiologic IOP, and renewal of the culture medium that baths both sides of the 

cornea, thus defining an active corneal storage system. The present preclinical study of human 

paired corneas reveals that this new device dramaticaly improves corneal quality by increasing 

endothelial survival and allowing better control of thickness and transparency. To the best of 

our knowledges, for the first time, a machine perfusion improves a tissue (not a vascularized 

organ) destined to grafting. Interestingly, we also identified an increased expression of Na+/K+-

ATPase, the major function protein of ECs, demonstrating a better intrinsic cell quality and 

suggesting better function. Although there have been a number of previous studies describing 

perfusion chambers or anterior artificial chambers (Brunette, Nelson, & Bourne, 1989; 

Dikstein & Maurice, 1972; Frentz, Goss, Reim, & Schrage, 2008; Hull, Green, Boyd, & 

Wynn, 1977; Tanelian & Bisla, 1992; Thiel et al., 2001; Zhao et al., 2006) our bioreactor is 

the only one designed to recreate a closed, sterile environment for long-term corneal storage. 

In addition, the two transparent windows on either side of the cornea allow permanent 

monitoring of tissue quality (cell counting, transparency and thickness measurement) without 

deconditioning. 

The only 2 storage systems currently used in the world (cold storage and OC) ensure the 

minimum vital for the temporary survival of ECs but their mortality remains much higher than 

physiological mortality. They thus do not survive beyond 10-15 days at 4°C (unknown and 

probably non-linear daily mortality) and die at an average rate of 1% per day (600 times faster 

than in vivo (Thuret et al., 2003)) during OC which can be prolonged for 5 weeks. The exact 

mechanisms are not completely elucidated but the role of apoptosis has been demonstrated in 

both cases (Albon et al., 2000; Gain et al., 2002; Komuro et al., 1999 ). Moreover, at the end 

of OC, a final step of 24 to 72 hours of immersion in a hyperosmolar environment by adding 

Dextran macromolecules is essential to reduce the thickness. This step further increases 

endothelial mortality by 7% per day of deswelling (Borderie, Baudrimont, Lopez, Carvajal, & 

Laroche, 1997; Knels, Goetze, Engelmann, & Valtink, 2014; Thuret, Manissolle, Campos-

Guyotat, Guyotat, & Gain, 2005). 

In this preclinical study, we used a methodology close to that of a clinical trial by choosing 

the ECD as the main objective criterion allowing an a priori calculation of the number of 

corneas to be included to demonstrate an interest in BR. 
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The endothelial images used to measure ECD were different in nature in the 2 groups 

(transmitted light microscopy and specular microscopy) and therefore could not be analyzed 

blind to the storage method. Nevertheless, computerized counting (the same for both types of 

images) is an objective method, performed on calibrated images and we deliberately took into 

account a very large number of cells to minimize the usual counting biases of cornea banks (eye 

banks usually assess the ECD by counting in mean only 100 EC (Thuret et al., 2004)). In 

addition, the vDCE measurement determined on absolutely similar images for the 2 groups was 

carried out blind to the storage method and on a very large number of ECs corresponding to 

approximately one-tenth of the total number of graft cells. The other methods of analysis were 

all objective methods. Thickness measurements, immunolabeling, WB and histology were 

performed blind to the storage method. 

We used the same storage medium for both groups to ensure comparability and to isolate the 

effect of the BR. It is a commercial DMEM-based medium supplemented with 2% FCS, derived 

from the media described in the 1980s, i.e. from the beginning of the OC. The same batches 

were used for both corneas from the same donor. Furthermore, we considered that the best 

control group was the reference method in Europe and followed a standard OC sequence. 

Nonetheless, it has recently been shown that, in vitro, several serum free media could preserved 

endothelial and epithelial cell viability better than the medium used in the present study 

(Valtink, Donath, Engelmann, & Knels, 2016). In addition, since OC media are not intended 

for renewal, they contain non-physiological doses of nutrients (glucose in particular). It is not 

excluded that these too high concentrations are harmful. The continuous renewal of the 

environment in the BR will allow the use of physiological concentrations. A more suitable 

environment is therefore likely to further improve the BR performance. 

The main mechanism of improved endothelial survival appears to be a decrease in thickness 

and posterior folds formation due to the restoration of IOP that characterizes active storage. 

This recovery breaks the vicious cycle of "hypotonia-swelling-folds-endothelial mortality" that 

begins upon death and increases during passive storage. However, the significant increase in 

Na+/K+-ATPase expression in the bioreactor also suggests a more direct action of IOP on ECs 

through mechanotransduction. It is therefore likely that IOP is necessary for long-term 

endothelial survival via transduction of specific signals, but this remains to be demonstrated. 

Finally, compared to OC, the absence of direct manipulation and in particular the suppression 

of the final deswelling step, itself deleterious (Borderie et al., 1997; Knels et al., 2014; Thuret, 

Manissolle, et al., 2005), also contribute to the global improvement of endothelial survival. 
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Improving endothelial survival is a critical criterion for patients and eye banks. For patients, 

the number of donor ECs is one of the factors that influence postoperative graft survival. It has 

indeed been clearly demonstrated that donor ECs survive for many years in the recipient but 

with great variations between individuals (N. S. Lagali et al., 2010; N. Lagali et al., 2009). 

Indeed, when the transplant indication is an endothelial disease, the donor ECs are the only ones 

to ensure corneal transparency in the recipient. They migrate to the corneal periphery to re-form 

an intact endothelium. When the recipient still has his own functional ECs, his residual ECs on 

the periphery and the ECs of the graft in the centre share the work. Moreover, the higher the 

number of graft ECs, the better the graft's resistance to intercurrent events (mainly rejection 

episodes, hypertonia and cataract surgery), and the better its long-term survival. Nevertheless, 

overall, the life span of transplanted ECs remains much shorter than their extreme physiological 

longevity (annual adult mortality of only 0.3 (Moller-Pedersen, 1997) to 0.6% (Bourne, 

Nelson, & Hodge, 1997)). This premature cell death, poorly understood and generally 

attributed to an low-noise immune reaction, explains that even in the best of cases, a graft, 

preserved with current techniques, rarely lasts longer than 15 years because its endothelium is 

depleted. Regrafting is now a frequent indication both in the USA and in Europe (Bigan et al., 

2018; EBAA, 2017). The present work demonstrates that the BR reduces endothelial cell loss 

by half during storage. With, at the time of the transplant, 23% more viable cells than for OC, 

the cornea preserved in BR will bring to the recipient a cellular capital hitherto unequalled with 

preserved grafts. It thus approaches the fresh cornea whose endothelial mortality was practically 

nil at the time of surgery. Increasing the number of viable ECs at transplantation increases the 

probability of prolonged graft survival and decreases the number of regrafts. For corneal banks, 

reducing cell loss during storage allows increasing the number of corneas that remained suitable 

for graft after a 4 week-storage and maintains the high quality of corneas with initially the 

highest ECD, called premium and super premium in this work. These corneas are usually 

chosen for endothelial grafting to compensate for the excess endothelial mortality caused by 

preparation and implantation. They are particularly sought after by banks that prepare these 

grafts. Finally, by preventing the formation of endothelial folds, the bioreactor makes 

endothelial counting more reliable than in OC where counting on folded surfaces exposes to 

the risk of overestimation of the ECD (Jumelle et al., 2017). 

In addition to increasing EC survival, the bioreactor improves their morphology and their 

expression of Na+/K+ ATPase compared to OC. Endothelial cells might therefore be more 

functional and contribute to stromal deswelling during storage in BR. The absence of significant 
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change in the expression level of the mitochondrial protein CoxIV between BR and OC suggests 

that the changes observed for Na+/K+ ATPase are specific and not directly related to a 

metabolic state generally influenced by storage conditions. This result strongly suggests that 

the physical stimuli of the IOP is transduced inside ECs, resulting in the expression of specific 

transmembrane proteins involved in the ion pumps. The analysis of these regulatory pathways, 

hitherto unknown for ECs, could make it possible to identify molecules capable of stimulating 

the endothelial pump and thus open the way for new pharmacological treatments for endothelial 

insufficiencies. In addition, ECs of corneas stored in the BR had invariably a better morphology 

than after OC. With a better polygonal shape of their apical surface and increased length and 

complexity of their lateral membranes, they appear similar to the normal 3D organization of 

normal EC that we recently described (He et al., 2016). Preservation of a lateral membrane 

interdigitations correlates with the higher expression of Na+/K+ ATPase. The restoration of a 

normal IOP may be the sole stimulus explaining the maintenance of the cell polarity. On the 

contrary, absence of IOP during passive storage methods may contribute to a transient 

interruption of EC functions and could also be responsible for EC apoptosis (Albon et al., 2000; 

Gain et al., 2002; Komuro et al., 1999) by absence of transduction of cell survival signals. 

These results indicate that the BR, not only reduces EC loss but also better preserves morpho-

functional characteristics of EC compared to OC. Whether this higher expression of enzymatic 

pumps could participate to a quicker postoperative deswelling and therefore a quicker visual 

recovery than with OC corneas remains to be investigated during a clinical trial.  

We also demonstrated that the bioreactor significantly improved the corneal epithelium 

which remains pluristratified and presents a more physiological cellular differentiation than 

during passive immersion in OC. We recently reported the same result for pig corneas stored 

in an adapted bioreactor, operating on the same principle (Guindolet et al., 2017). The 

biological mechanisms linking IOP restoration to this improvement will need to be studied. The 

persistence of a good quality epithelium during storage is important for some corneal transplant 

recipients. It protects the graft pending regeneration by the recipient's epithelium from his/her 

limbal stem cells. Some recipients with partial limbal stem cell deficiency are at risk of delayed 

wound healing, exposing them to infection, aseptic necrosis or opacification. In these not 

exceptional situations, the graft stored in a bioreactor will improve post-operative safety. 

There are some limitations to this work: 1/ The BR has to be incubated in a 5% CO2 incubator 

because the storage medium’s main buffer is a bicarbonate buffer that requires carbon dioxide-

enriched atmosphere for its recycling. CO2 diffuses easily through the different plastics of the 
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medium tank and tubings (in particular gaz permeable silicon). Consequently, outside the 

incubator in the ambient atmosphere with 0.3% CO2, the pH rapidely increases with time (data 

not shown). The use of a CO2-independent buffers in a future custom medium will allow using 

a simple incubator in a near future; 2/ During corneal assessments, the pressure and flow 

regulation is temporarily interrupted. Nevertheless, when the circuit is clamped, the pressure is 

maintained for a short but sufficient time for all the quality controls. A next version of the BR 

will allow an autonomous regulation without external pump; 3/ Corneas in the BR did not reach 

exactly the physiologic thickness (in mean 542 μm in adults (Aghaian, Choe, Lin, & Stamper, 

2004)). Four mutually non-exclusive hypothesis can be proposed to explain the residual edema: 

i/ abnormal passage of water throw residual endothelial damages (not reaching 100% of 

viability in this experimental setting, contrary to in vivo); ii/ hypofunctional endothelial pumps 

and/or increase intercellular permeability caused by an imperfect composition of the OC 

medium as discussed above; iii/ stromal imbibition by the epithelial side because of the 

permanent immersion in the OC medium; iv/ the 5% CO2 atmosphere may favor anaerobic 

corneal metabolism directly involved in stromal edema (Papas & Sweeney, 2016). 

Improvements in the culture medium are therefore likely to further improve the quality of the 

grafts preserved in the bioreactor. 

In other fields, preserving ex vivo the viability of vascularized organs until transplantation 

has always been a challenge. Beside the conventional passive cold storage (CS), that renders 

immense services, the first ex vivo machine perfusion has been used for patients for just 50 

years (Belzer, Ashby, Gulyassy, & Powell, 1968).They restore perfusion (by controlling the 

flow and/or the pressure), thus allowing the opportunity to flush waste products, provide oxygen 

and nutrients, and reawaken metabolic function following warm ischemia and cold storage 

damage and could allow for measurement of graft viability prior to transplantation. They 

therefore aim at extending storage duration, improving overall quality of suboptimal organs in 

particular those of extended criteria donors, in order to expand the number of organs suitable 

for transplantation and to better meet the growing demands of patients on waiting lists (Ali, 

Dua, & Cronin, 2015). For kidney, the use of a machine perfusion is associated with a reduced 

incidence of delayed graft function, especially in case of prolonged cold ischemic time or 

marginal donors (Lam, Laurence, Richardson, Pleass, & Allen, 2013). Based on several 

controlled clinical trials, machine perfusion has now become a standard for kidney ex vivo 

preservation. Machines perfusion are also demonstrating promising results in preservation and 

improving liver (Laing, Mergental, & Mirza, 2017), pancreas (Kuan et al., 2016), lungs (Reeb 
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& Cypel, 2016), and heart (Macdonald, Chew, Connellan, & Dhital, 2016) transplantations, 

although there is as yet no consensus about the best storage parameters nor about quality 

parameters (Ali et al., 2015). 

In summary, taken together, these results demonstrate that, by restoring 2 major ocular 

physiologic parameters to the ex vivo cornea (IOP and flow), the BR enables preserving human 

corneas during 4 weeks in conditions never reached up to now, with excellent endothelial cells 

survival, reduced thickness, shape maintenance, and integrity of the epithelium. Our next step 

will be to perform the fist in man application of the BR. By profoundly modifying the face of 

eye banking, this new medical device could allow increasing both the quality but also the 

quantity of donor corneas made suitable for graft worldwide. 
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Materials and methods 

Human Corneas and Ethics Statement 

All procedures conformed to the tenets of the Declaration of Helsinki for biomedical 

research involving human subjects. The French Agence de la Biomédecine (ABM) specifically 

authorized the retrieval of corneas for this preclinical study, according to the French bioethical 

laws (ABM ref PFS15-008). We were authorized to select donors who presented 

contraindications for clinical use (for instance neurodegenerative diseases, hematologic 

malignancy or cancer of the central nervous system) in order not to decrease the number of 

donor corneas available for recipients during the study period. The protocol was also approved 

by our local Institutional Review Board (IORG0007394) approved also our protocol (project 

N°IRBN272016/CHUSTE). All corneas were retrieved by the same skilled operator (TG, more 

than 500 procurements). Corneas were procured by in situ excision according to the procedure 

recommended in France for corneas intended for transplantation, using a 17 mm diameter 

trephination. A regular and large diameter cutting was necessary to allow correct insertion into 

the BR. Both corneas were immediately immersed in glass vials, with water-and gas-tight lid, 

containing 100 mL of CorneaMax, a CE marked OC medium containing 2% foetal calf serum 

and having an osmolarity of 300-340 mOsm/L (Eurobio, les Ulis, France), and transferred to 

the laboratory within 20 minutes. 

 

Study design  

We designed a prospective controlled study with two parallel groups, BR versus OC, on 

paired corneas in order to increase comparability between groups. Randomization was 

centralized, unpredictable, and provided to coordinators just before procurement. The 

randomization program used a random code generator based on the rand function in the C++ 

library. The main objective was to compare the quality of human corneal grafts stored for 1 

month in BR versus OC, using the same commercial storage medium. The primary endpoint 

was the daily EC loss between D2 and D26, expressed in percentage of the initial ECD. It was 

calculated using the ECD (expressed in cells/mm2) measured at the beginning and the end of 

storage like in most eye banks. ECD is indeed the usual quality criterion universally used in eye 

banks to qualitfy whether a cornea is suitable for graft or not. OC is a validated method for 5 

weeks. We chose a 4 week-storage in order to assess a long-term storage without pushing OC 

to its limits (rarely achieved in practice). Corneas were assessed at D2, D26, D28. This timeline 
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is routinely used for long-term OC corneas in eye banks. Secondary endpoints were: the viable 

endothelial cell density (Bernard et al., 2014; Pipparelli et al., 2011); corneal thickness; 

corneal transparency (Acquart et al., 2014), expression of Na+/K+ ATPase in EC (by 

immnunostaining and western blot); number of epithelial layers on histological cross section; 

the rate of microbiological contamination. 

 

Corneal bioreactor 

The cornea was tightly secured to the BR base using the scleral rim as a watertight seal to 

separate the epithelial chamber from the endothelial chamber. The geometry of the holding 

system was based on a series of measurements of scleral orientation obtained from 30 healthy 

emmetropic volunteers (data not shown). The mean value of the angle between the sclera and 

an horizontal plane parallel to the iris (33°) was used in order to minimize distortion of the 

cornea caused by its being held in the BR. A sterile disposable storage tank was filled with the 

storage medium. A peristaltic pump controlled by a pressure sensor and a microcontroller 

continuously renewed the storage medium at a predefined rate while creating an excess pressure 

in the endothelial chamber. After having circulated in the endothelial chamber, the medium 

circulated in the epithelial chamber and was finally directed into a waste tank. The epithelial 

chamber was at atmospheric pressure. Two transparent windows, on both sides of the cornea 

enable optical controls during experiments. The BR was designed to be compatible with slit 

lamps and optical coherence tomography (OCT) systems with a simple adaptation of the chin 

rest. For this series prototype BRs were machined in a biocompatible material (polyether ether 

ketone) and comprised optical quality windows. It was sterilized with ethylene oxide. The 

complete system, except its control panels, was placed in a 31°C dry 5% CO2 incubator (Figure 

7). 

According to the randomization, one cornea of each pair was transferred inside the BR under 

a laminar flow hood and the storage medium was used to fill the BR’s storage tank. We set a 

fixed limit of 1 hr between procurement and transfer into the BR in order to restore the IOP as 

soon as possible. Time was therefore recorder from retrieval to start of the BR. All the 

subsequent maintenance operations were carried out under a laminar flow hood. The medium 

flow rate was set at 2.6µl/min (normal aqueous humor flow rate (Brubaker, 1991)) and the 

transcorneal pressure gradient at 21.5 mmHg (upper limit of the normal IOP in humans) with 

atmospheric pressure as a reference. Temperature and pressure were automatically recorded 
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every minute by the control unit. The storage tank was refilled once with 100 mL of the same 

storage medium according to consumption by the active storage process, between D2 and D26. 

No deswelling step was necessary at D26. The waste tank was emptied as required, in particular 

for microbiological testing. For the different assessments (see below) the BR was disconnected 

from the peristaltic pump and removed from the CO2 incubator. The cornea remained inside the 

BR from D0 to D28. The pressure inside the endothelial chamber was maintained by clampling 

of the tubes. Once replaced in the incubator, the fluid circuit was flushed with 15 mL of fresh 

storage medium (from the strorage tank) and the active storage process restarted. Time outside 

the incubator was limited as much as possible (no more than 15 minutes). The same batch of 

CorneaMax was systematically used for the 2 corneas of a same donor. Eight batches were used 

during the present study in order to limit the effect of inter-batch variability. 
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Figure 7. Corneal bioreactor developed for eye banking. 

(A) Functional diagram of the bioreactor. The cornea (in blue) located in the heart of the bioreactor (1), 

separates the endothelial chamber from the epithelial chamber. The endothelial chamber of the bioreactor is filled 

with culture medium (containing red phenol as pH indicator) from a reservoir (2). Fluid is circulated by a peristaltic 

pump (3) driven by a pressure sensor (4), a solenoid valve (5), and a microcontroller (not shown). The pressure 

inside the endothelial chamber is kept at 21mmHg. The culture medium then circulates in the epithelial chamber. 

The used medium is evacuated into a waste compartment (6). (B) Functioning bioreactor connected to the medium 

circuit.  
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Organ culture 

After procurement, the cornea randomized in the OC group remained in its sealed bottle 

and was incubated at 31°C in a dry incubator. The OC group followed the same standard storage 

process as for corneas intended for graft and recommended by the European Eye Bank 

Association (https://www.eeba.eu/article/Technical+Guidelines+(Rev4)/5). At D2, after the 

first quality and safety assessments (see below), the OC medium was renewed (100mL) and the 

cornea suspended with a cornea claw (Eurobio). This sterile floating device avoided permanent 

contact between the cornea and the debris (especially from the desquamting epithelium). At 

D26, quality and safety assessments were repeated and the cornea was immersed in 60 mL of 

CorneaJet, a dextran-containing deswelling medium (Eurobio) and incubated for 48 hrs. In 

routine eye banking, this 2 day-deswelling time is used for graft shipping to the operating 

theater.  

 

Methods of endothelial cell count 

For both groups, ECD was determined two times (D2 and D26) using standard eye banking 

technics with some improvements. Nevertheless, each group required a specific method for EC 

visualization and could not been used interchangeably. For OC, a transmitted light microscope 

was necessary whereas for the BR a specular microscopy was used. We did not used a 

transmitted light microscope for the BR because this technique would have required turning the 

BR off, removing the cornea for a specific preparation and observation in a Petri dish. This 

supplementary handling would have been not representative of the real life functioning of the 

BR, conceived to be a closed system with quality assessment done without deconditioning the 

cornea. Conversely, specular microscopy was not possible for the OC cornea because storage-

induced stromal swelling hindered from visualizing any ECs. The two methods of EC 

assessment were described below. At D2, in order to guarantee initial comparability of groups, 

only pairs of corneas with more than 2000 ECs/mm2 and less than 10% difference between both 

corneas continued the experiment. All images were acquired and analyzed by a unique skilled 

observer (TG). 
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Transmitted light microscope 

We followed the same protocol as routinely used in eye banks. The cornea was handled 

under a laminar flow hood in a clean room, rinsed with balanced salt solution (BSS, Alcon) and 

the endothelial side was exposed during 1 minute to 100 μl of 0.4% trypan blue (Eurobio). After 

gentle rinsing with 0.9% sodium chloride (Aguettant, Lyon, France), the endothelial side was 

incubated at room temperature with liquid renewal every minute, in order to trigger an optimal 

intercellular space dilation that make cells visible under the light microscope. Finally, the 

cornea was placed in a sterile hermetic Petri dish and observed under a direct transmitted light 

microscope motorized in Z (BX41, Olympus, Tokyo, Japan, equipped with a Märzhäuser Tango 

1-Desktop1 motorized Z axis (Märzhäuser SensoTech GmbH Wetzlar, Germany)) equipped 

with a digital camera Color view I (Soft imaging system, Golden CO) and the software Cell D 

v3.1 (Olympus). The optical chain was calibrated using a certified micrometer (Thorlabs, 

Newton, NJ). Five non-overlapping microscopic fields (one in the centre and 1 per quadrant) 

of 722x536μm (1024x772 pixels) were acquired with a long working distance x10 objective 

(LM PlanFLN 10x/0.25∞/-/FN26.5) in the 8 mm central area (corresponding to the area usually 

grafted). The observer chose areas where ECs were the most clearly visible and avoided marked 

folds. For each field, a Z-stack of 10 to 15 images (z spacing 10 μm from the lowest to the 

highest point focused on ECs) was acquired, as we recently described, in order to take account 

of the deep storage-induced endothelial folds (Jumelle et al., 2017). A 3D counting was 

performed on each field as described below and the mean of the 5 fields was calculated. ECs 

were counted using the freeware Image J (https://fiji.sc) with a customized plugin. The system 

was calibrated using ceramic gage blocks (Mitotoyo, Roissy, France) and we also took account 

of the indice of the liquid bathing the cells (1.330) to determine the pixel/μm ratio. Firstly, a 

reconstruction algorithm with a model-based 2.5D method (Aguet et al. 2008) was performed 

to obtain a unique image compilating all focused endothelial areas of each image in the Z-stack, 

and the corresponding height-map. Secondly, the reconstructed fullfield image ECD was 

determined using a validated variable-frame center method (Deb-Joardar et al., 2007; 

Takahashi, 1996). The center of all ECs constituting a continuous group was pointed manually 

and the group’s boundaries were selected manually. Cells contours were then automatically 

reconstructed using the Vonoroi segmentation and carefully verified by the observer who 

performed all necessary corrections. Each individual cell area was then corrected according to 

the local slope of the height-map determined at the cell center. The process was similar to that 

used in our eye bank except for the number of ECs manually pointed. In this research work, it 

https://fiji.sc/
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was dramatically elevated (minimum 100 ECs per image, and the maximum possible) in order 

to increase cell count reliability. 

 

Specular microscopy 

Endothelial images were acquired through the endothelial windows without 

deconditioning the corneas. Both ends of the endothelial chamber tubes were temporarily 

clamped to maintain the pressure inside the endothelial chamber and allow removing the BR 

from the CO2 incubator. A custom SM was built because commercial devices did not allow 

acquiring satisfying images and because we considered that their fields of view were too 

narrow. Our SM was composed of an optical bench, a CMOS camera (DCC3240M, Thorlabs) 

driven by the Scientific Imaging Thorcam v2.6.7064 software, a x10 plan objective (Leica, 

Wetzlar, Germany), an external led source (MCWHL5-C2, Thorlabs) mounted and collimated 

with a diaphragm (SM1D12, Thorlabs) and a plano-convex lens (f30mm, Thorlabs), a manual 

linear precision micrometer X Y Z stage (Newport, Irvine, CA) connected to a support intended 

to receive the BR. The LED light source was placed at 31 ± 4° of the optical axis of the camera. 

In order to modulate the contrasts and observe the endothelial cells (ECs), the LED source was 

also specifically inclined on the y axis. The device was calibrated using a certified micrometer 

(Thorlabs). Five non-overlapping microscopic fields (one in the centre and 1 per quadrant) of 

935x748 um (1280x1024 pixels) were acquired in the 8 mm central area. Image acquisition 

took less than 15 minutes. ECs were then counted using the same software as for OC, also 

taking into account the largest possible number of ECs. 

 

Pan corneal endothelial viability 

In addition to the routine endothelial assessments performed at D2 and D26, a third final 

measurement was done at the end of storage (D28) in both groups. The viable endothelial cell 

density (vECD) was determined using a triple Hoechst, Ethidium, Calcein-AM staining (HEC) 

as previously reported (Bernard et al., 2014; Pipparelli et al., 2011). Both paired corneas were 

analysed at the same time. Briefly, corneas were placed endothelial side up on a silicon concave 

support, then the concavity was filled with 250µL of of mixture containing 10 μM Hoechst 

33342 (Sigma, St-Quentin Fallavier, France), 4 µM Ethidium homdimere, and 2 µM calcein-

AM (Interchim, Montluçon, France) in balanced salt solution (BSS Alcon) and then incubated 

for 45 minutes at room temperature in the dark. Corneas were then gently rinsed with BSS for 
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1 minute. Tagged image format file (TIFF) images were acquired using a fluorescent macro 

zoom microscope (MVX-10; Olympus), run by imaging software (CellSens Dimension, 

Olympus). The camera settings were adjusted for each session of acquisition and were the same 

for both corneas of the same pair. A x0.8 objective allowed to observe the whole cornea in a 

unique field. Z-stacks of 10 to 12 images spaced 300µm apart (to obtain focused images from 

the periphery to the endothelium centre) were acquired with 3 consecutive filters: FITC (ex: 

495/em: 520nm) for calcein, CY3 (ex: 528/em: 617nm) for Ethidium and DAPI (ex: 350/em: 

461nm) for Hoechst. The in focus image of the whole endothelium stained with calcein-AM 

was reconstructed using the 3-D Extended Depth of Field of ImageJ. This image was used to 

calculate the area covered by viable, calcein positive cells. In addition, a x6.3 objective was 

used to acquired 5 images (center and 4 quadrants) using the DAPI and CY3 filters in order to 

obtain higher resolution for the counting of cell nuclei. These images were used to determine 

the number of EC per surface unit (mean of the 5 regions of interest). Image analysis was 

performed using the plugin Cornea J (Bernard et al., 2014; Pipparelli et al., 2011). The vECD 

was obtained by multiplying the average ECD calculated with Hoechst 33342-stained nuclei by 

the percentage of surface covered by viable ECs (Calcein +). 

 

Transparency  

For transparency, the organ-cultured cornea in its sterile Petri dish and the cornea inside 

the BR were directly placed horizontally between a backlit chart and a camera as previously 

described (Acquart et al., 2014). Computerized analysis of the overall transparency was 

performed. Results are expressed in percentage ranging from 0% to 100% corresponding 

respectively with complete opacity and perfect transparency. Measurements were repeated at 

D2, D26 and D28.  

 

 

Thickness 

Central corneal thickness (CCT) was assessed with an anterior segment Optical Coherence 

Tomography (OCT; CASIA SS-1000, Tomey, Nagoia Japan). Acquisition was performed in in 

epithelial high definition mode (the most accurate of this OCT). The organ-cultured cornea in 

its sterile Petri dish and the cornea inside the BR were maintained in front of the OCT thanks 

to two different custom holders. The epithelial chamber of the BR was temporarily emptied 
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because OCT imaging required exposition of the ocular surface to air (to obtain a difference 

between refractive indexes), as it is the case in vivo. 

Thickness was measured on the central cross section. Anterior and posterior limits of the 

cornea were automatically selected and manually corrected if necessary. A single central 

measurement was performed when thickness appeared homogeneous (in practice when corneas 

had no posterior folds). Otherwise, an average thickness was calculated within the 8 central 

millimeters (average of the 9 measurements spaced of 1mm from each other). Measurements 

were repeated at D2, D26 and D28 for OC to monitor the storage-induced swelling and 

deswelling in Dextran-containing medium. They were repeated only at D2 and D28 for the BR 

because no changes occurred at D26 in this group.  

 

Histology, immunostaining and Western Blot 

Immediately after the triple HEC staining, corneas were processed for histology, 

immunostaining and WB. 

 

Whole cornea histology 

One half was fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 24 hrs at RT, dehydrated through 

ascending concentrations of ethanol, and embedded in paraffin. Cross sections of 7µm thick 

were cut, rehydrated, and stained with hematoxylin, eosin, and saffron. Bright-field TIFF 

images of the cross sections were acquired using a microscope (IX81, Olympus). Histology was 

performed on 102 corneas (the whole series). 

 

Immunostaining 

Immunostaining protocols on flat-mounted whole cornea were optimized in our 

laboratory (Forest et al., 2015; He et al., 2011). One quarter of the cornea was fixed in pure 

methanol and the other in 0.5% paraformaldehyde (PFA) for 45 minutes. PFA-fixed corneas 

were permeabilized with 1% Triton 100-X for 5 minutes. Methanol-fixed corneas were 

rehydrated in PBS for 5 minutes. The non-specific binding sites were then blocked by 

incubation in phosphate buffered saline (PBS) containing 2% heat-inactivated goat serum 

and 2% bovine serum albumin (BSA) for 30 minutes at 37 °C. The primary antibodies (Table 
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1) were diluted at 1/200 in the blocking buffer and incubated with corneas (completely 

immersed) for 1 hr at 37 °C. The secondary antibodies were diluted at 1/500 in the blocking 

buffer and incubated with corneas for 45 minutes at 37 °C. These consisted of Alexa Fluor 

488 goat anti-mouse (A-11001, Invitrogen, Carlsbad, CA) and/or Alexa Fluor 555 goat anti-

rabbit (A-21429, Invitrogen). Nuclei were finally counterstained with 2 μM TOTO-3 

Iodide (642/660) (T3605, Molecular Probes, Invitrogen) in PBS for 15 min. Three rinses 

in PBS were performed between all steps, except between saturation of non-specific protein 

binding sites and incubation with primary antibody. The corneal pieces were finally placed 

on glass slides, covered with Vectashield Mounting Medium (H-1000, Vector Laboratories) 

and gently flattened using a large glass coverslip retained immobilized by adhesive tape. 

Experiments were done at room temperature unless otherwise stated. The images were 

acquired using a FLUOVIEW FV1200 laser scanning confocal microscope (Olympus) 

equipped with the FV10-ASW4.1 imaging software. 

Immunostaining was used to characterize the expression of key proteins in the epithelial 

and endothelial layers, liable to be altered during storage. For the endothelium, we 

investigated the expression of Na+/K+ATPase (n=17 pairs), N-CAM (n=16 pairs) and of ZO-

1 (n=13 pairs). Na+/K+ATPase is the main membrane protein involved in the active ion 

pumping that controls corneal transparency. N-CAM has a specific expression pattern in EC 

underlining the characteristic complex lateral membrane expansions in vivo. ZO-1, as part 

of the apical tight-junctions underlines the hexagonal shape of the apical surface. In addition, 

its zig-zag pattern between adjacent ECs can be accentuated in stressed cells. For the 

epithelium we investigated the expression of the K3/K12 cytokeratin pair (on n=19 pairs), 

E-cadherin (n=5 pairs) and of ΔNp63 (n=21 pairs). K3/K12 is a differenciation marker 

expressed in the cytoplasm of the superficial epithelial cells. E-cadherin is a membrane protein 

expressed by the intermediate and surperficial cells. ΔNp63 is a stem cell/progenitor marker 

expressed exclusively by the basal cell layer. We also used K3/K12 + ΔNp63 double staining 

to measure the central epithelial thickness and the number of cell layers in 19 pairs of corneas 

(one one picture selected at random in the central area of each cornea).  
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Table 1. Primary antibodies 

CK 3+12: Cytokeratin 3+12, WB: Western Blot, IF: Immunofluorescence (Immunostaining on flat mounted whole cornea) 

 

  

Target protein Source Clonality Laboratory Reference Applications 

Actin mouse monoclonal 
BD Pharmingen, San jose, 

CA 

612656 WB 

COX IV rabbit monoclonal Cell signaling Technology, 

Danvers, MA 

#4850 WB, IF/methanol 

E-cadherin mouse monoclonal Invitrogen, Carlsbad, CA 334000 IF/0.5% PFA 

CK3+12 mouse monoclonal Abcam, Cambridge, UK Ab68260 IF/0.5% PFA 

Na+/K+ ATPase mouse monoclonal Millipore, Billerca, MA #05-369 WB, IF/methanol 

NCAM mouse monoclonal R&D systems, Mineapolis, MN MAB24081 IF/methanol 

ΔNp63 rabbit polyclonal CliniSciences,Nanterre, France RP163-500 IF/0.5% PFA 

ZO-1 rabbit polyclonal Zymed, Carlsbad, CA 40-2200 IF/methanol 
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Western Blot for Na+/K+ATPase and Cox IV 

The Descemet membrane (DM) with ECs of half of a cornea was carefully stripped under 

a surgical microscope and put into a tube containing 50µl of lysis buffer (2% Sodium Dodecyl 

Sulfate, 60 mM Tris, pH=7.5). After several pipetting, the DM was removed. The lysate was 

heated in boiling water for 10 minutes then stored at -80°C until use. Total protein concentration 

in cell lysates was measured using Pierce BCA protein assay kit (#23225, ThermoScientific, 

Rockfors, IL). Five µg of protein from whole-cell lysate were run on 4–15% polyacrylamide 

gel electrophoresis (Mini-PROTEAN TG Gels, #4561086, Bio-Rad, Hercules, CA) and then 

transferred onto Hybond ECL membrane (Amersham Hybond P Sandwich 0.45 PVDF, 

#10600110, GE Healthcare, Aurora, OH). Blots were blocked with 5% skim milk in TBS-T 

buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 0.1% Tween 20) for 1h then incubated 2h with 

3 primary antibodies (Table 1) diluted (1/1000) in the blocking solution. After three washes 

with TBS-T buffer, HRP-conjugated anti–mouse (P0447, DAKO, Denmark) and anti-rabbit 

antibody (P0448, DAKO, Denmark) were diluted (1/1000) and added as secondary antibodies, 

followed by three washes with TBS-T buffer after 1h incubation with the antibodies. Finally, 

bands were visualized by using Clarity Western ECL Substrate (#1705060, Bio-Rad) in a 

western blot and chemiluminescence imaging system (Fusion solo S, Vilber Lourmat, France), 

their intensities were determined by using the software Fusion-Capt (Vilber Lourmat). Western 

blot was performed for 14 pairs of corneas for Na+/K+ ATPase and eleven for COX IV. 

  

Microbiological testing 

For both groups, media sterilty was tested using inoculation into blood-culture bottle, 

which we pioneered and validated the use in eye banking (Gain et al., 2001; Thuret et al., 

2002; Thuret, Carricajo, et al., 2005). Aerobic, anaerobic and fungal Bactec blood bottles 

(Becton Dickinson and Company, NJ) were inoculated each with 10 mL of medium and placed 

in an automat (Bactec FX, Becton Dickinson and Company) with continuous reading in real 

time during 14 days. Tests were repeated at D2 and D26. Contaminated corneas were discarded.  
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Statistics 

We calculated the number of donors to include. We previously published the distribution 

of ECD for similar donor corneas stored in OC (same method as in the present work for the 

control group) (Thuret et al., 2003). The mean ECD of this distribution was 2716 cells/mm2 at 

D2 and its standard deviation was 444 cells/mm2.Considering that the cell loss during OC is of 

0.88% per storage-day (Thuret et al., 2003), we estimated that the BR would present a real 

change if it reduces cell loss by 40% (in this hypothesis, the final ECD thus passing from 2198 

to 2391 cells/mm2). Since both groups (BR or OC) are paired, the paired t-test will be used. 

With these hypothesis, a sample size of 49 donor corneas randomized to one of two groups 

provides adequate power (over 85%) to demonstrate a difference of 193 cells/mm2 between 

these two groups using a two-tailed Type I error of 5% (Gauderman & Barlow, 1992). 

Considering that 7% of the corneas are usually found contaminated during microbiological 

testings in our eye bank (review of the last 3 years), a sample size of 52 donors was planned to 

achieve an evaluable sample size of 49 paired corneas. 

The normality of the distribution of continuous data was analyzed with Shapiro-Wilk test 

with a non-normality threshold set at 5%. Normally distributed data were described by their 

mean and standard deviation. Continuous non-normally distributed variables were summarized 

as median (10 - 90 percentiles). The non-parametric Wilcoxon signed-rank test was used when 

the variable followed a non-normal distribution and a t-test when the variable followed a normal 

distribution. All tests were two-tailed. Results of OC and BR were compared using paired tests 

because both corneas of the same donor have a major biological link. The null hypothesis was 

rejected by a type I error <0.05 (α < 0.05). Statistical analyses were performed using SPSS 23.0 

(IBM Corp, Armonk, NY), and figure using Excel (Microsoft) and Adobe Photoshop CS6 

(Adobe Systems Inc). 
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En une décennie, le contrôle qualité cellulaire et tissulaire s’est largement sophistiqué dans 

la plupart des banques de cornées afin de s’adapter aux raffinements des chirurgiens capables 

désormais de réaliser des greffes partielles de la de cornée. Malgré́ les avancées réalisées dans 

le domaine du contrôle qualité́ il restait à optimiser les systèmes de conservation des greffons 

cornéens, techniques datant des années 70-80. Le laboratoire « Biologie, imagerie et ingénierie 

de la Greffe de Cornée (BiiGC, EA 2521, Université́ Jean Monnet de St- Etienne) a donc 

développé́ une technologie de conservation active en bioréacteur limitant l’œdème cornéen en 

restituant le gradient de pression de part et d’autre de la cornée et la circulation de milieu 

nutritif. Il permet ainsi de pallier aux deux inconvénients majeurs de la conservation cornéenne 

standard (œdème et mortalité́ cellulaire endothéliale induite) et de mettre en œuvre les 

développements du futur.  

Ce travail de thèse a pu mettre en évidence l’efficacité́ de ce nouveau système de 

conservation. Il permet, en comparaison avec l’organoculture, de délivrer à long terme (28 

jours) 3,75 fois plus de greffons et de meilleure qualité́ cellulaire (+25 % de cellules 

endothéliales viables), une meilleure structure et fonctionnalité́ cellulaire (meilleure activité́ des 

pompes endothéliales notamment) tout en assurant une excellente sécurité́ microbiologique.  

Une toute récente étude comparant la mortalité́ cellulaire en BR versus en organoculture 

vient confirmer ces résultats sur une période très longue de 3 mois. Par ailleurs d’autres 

optimisations du modèle cornéen dans le cadre du développement du modèle laboratoire du BR 

sont en cours d’optimisation.  

Le BR, désormais en phase d’industrialisation, pourrait être la solution réaliste d’eye 

banking des prochaines années. 
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EVER (European association for Vision and Eye Research), Nice octobre 2012  
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ARVO (American association for research in vision and ophthalmology) Orlando 2014. 
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EEBA (European eye bank association) Lausanne 2014: Communication affichée: Optical 

measurement of dioptric power and transparency of cornea stored in an innovative 

bioreactor 

GAUTHIER AS, PATAIA G, NAIGEON N, BERNARD A, NANGOUM-FOSSO T, CAMPOLMI N, 

TRONE MC, ACQUART S, DELBOSC B, THURET G, GAIN P  

Purposes: quantification of dioptric power (DP) and transparency (T) of store corneas remain 

almost unmet in daily eye bank practice. Complementary to T, DP could help screening donors 

having had refractive surgery and selecting the best donor/recipient refractive matching. During 

the development of an innovative corneal bioreactor (patented) for preclinical research and 

long-term storage, we took into account the possibility to integrate devices to perform these 

new quality controls. Aim: to present an original device, named “frontofoco-graft-meter” 

(FGM) able to quantify DP and T of corneas in the bioreactor.  

Methods: measurement of DP was based on the principle of magnification measurement and 

for T on the transmitted light over incoming light ratio. The FGM comprised a light source + 

specific chart made of parallel black lines + digital camera. Human corneas in the bioreactor 

were pressurised at 15 mmHg, with medium circulation in endothelial chamber, whereas 

epithelial chamber was filled with air during measurements. DP was compared to the power 

map provided by OCT (Tomey, Casia SS-1000, Japan), and T measures to results provided by 

our previous device called ‘transparometer’ (based on the analysis of modulation transfer 

function). Measurements were done by 3 operators in a masked fashion. 

Results: for DP, agreement with OCT was good (within ±1 Dioptry). For T, measurements 

were comparable with both devices. Inter-rater agreement was good for DP and T. FGM took 

a limited place and could easily be integrate in eye banks. 

Conclusions: the new FGM provides objective and reproducible quality controls of DP and T 

of corneas placed in the corneal bioreactor.  

Grants: Agence de la BioMédecine 2012, Agence Nationale pour la Sécurité du  Médicament 

2012, Etablissement Français du Sang 2012 
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ARVO (American association for research in vision and ophthalmology) Orlando 2014: 

Communication affichée: Optical measurement of dioptric power and transparency of 

cornea stored in an innovative bioreactor 

GAUTHIER AS, PATAIA G, NAIGEON N, BERNARD A, NANGOUM-FOSSO T, CAMPOLMI N, 

TRONE MC, ACQUART S, DELBOSC B, THURET G, GAIN P  

Purposes: quantification of dioptric power (DP) and transparency (T) of stored corneas 

remain almost unmet in daily eye bank practice. Complementary to T, DP could help screening 

donors having had refractive surgery and selecting the best donor/recipient refractive matching. 

During the development of an innovative corneal bioreactor (patented) for preclinical research 

and long-term storage, we took into account the possibility to integrate devices to perform these 

new quality controls. Aim: to present an original device, named “frontofoco-graft-meter” 

(FGM) able to quantify DP and T of corneas in the bioreactor.  

Methods: measurement of DP was based on the principle of magnification measurement 

and for T on the transmitted light over incoming light ratio. The FGM comprised a light source 

+ specific chart made of parallel black lines + digital camera. Human corneas in the bioreactor 

were pressurised at 15 mmHg, with medium circulation in endothelial chamber, whereas 

epithelial chamber was filled with air during measurements. DP was compared to the power 

map provided by OCT (Tomey, Casia SS-1000, Japan), and T measures to results provided by 

our previous device called ‘transparometer’ (based on the analysis of modulation transfer 

function). Measurements were done by 3 operators in a masked fashion. 

Results: for DP, agreement with OCT was good (within ±1 Dioptry). For T, measurements 

were comparable with both devices. Inter-rater agreement was good for DP and T. FGM took 

a limited place and could easily be integrate in eye banks. 

Conclusions: the new FGM provides objective and reproducible quality controls of DP 

and T of corneas placed in the corneal bioreactor.  

Grants: Agence de la BioMédecine 2012, Agence Nationale pour la Sécurité du  

Médicament 2012, Etablissement Français du Sang 2012  
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EVER (European association for Vision and Eye Research), Nice 2013: Communication 

orale: Endothelial and stromal quality control of corneas stored in an innovative 

bioreactor 

GAUTHIER A, TRONE MC, CAMPOLMI N, NEFZAOUI C, BERNARD A, NAIGEON N, NANGOUM-

FOSSO T, PISELLI S, DELBOSC B, ACQUART S, THURET G, GAIN P  

Purpose We recently patented a bioreactor (BR) for corneal storage, based on the 

restoration of a transcorneal pressure gradient and a continuous fluid circulation. Being 

designed for experimental works and eye banking it comprises 2 windows enabling a right 

through observation of the cornea. Aim: to assess on human corneas placed in the BR, the 

possibilities of non-invasive quality controls (QC) of endothelial cells (EC) and of the stroma 

(thickness, dioptric power, transparency, detection of scars)  

Methods EC QC were: 1/transmitted light microscopy (TLM) with a x10 very LWD 

objective after trypan blue + osmotic preparation directly performed in the BR; 2/ observation 

with a macroscope (same preparation); 3/specular microscopy (SM, Konan and Hai) without 

preparation. Stromal QC were: 1/slit lamp; 2/OCT (Heidelberg and Tomey Casia); 

3/customized transparometer (analysis of modulation transfer function), and 4/macroscope. 

Both quality of results and ergonomic aspects were considered 

Results EC were visible with TLM and macroscope at highest magnification but not with 

SM. Casia OCT allowed easy thickness mapping with a good agreement with US pachymetry 

performed as a control, and dioptric power measurements. Transparency could be controlled 

with the slit lamp and with our transparometer. _e macroscope visualized stromal scars  

Conclusion EC and new stromal QC are now possible for corneas stored in the innovative 

BR. Other new complementary technologies of optical control are currently in development in 

our lab.Acknowledgments: EFS of BesançonGrant: ABM 2012, EFS 2012, ANSM 2012.PG, 

GT and SA patented the BR 
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EVER (European association for Vision and Eye Research), Nice 2013: Communication 

affichée: Conception and optimization of a corneal bioreactor 

TRONE MC, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, NEFZAOUI C, BERNARD A, NAIGEON N, 

NANGOUM-FOSSO T, PISELLI S,GARRAUD O, ACQUART S, THURET G, GAIN P 

Purpose Restoration of a trans-corneal pressure (P) gradient and continuous circulation of 

fluids on both sides of the cornea could improve endothelial cell survival and reduce stromal 

swelling and Descemet folding during long-term corneal storage. Aim: to present the technical 

requirements and the technical choices we made during the development of an innovative 

corneal bioreactor (BR)  

Methods Main functions were defined with a process of functional analysis of needs in 

collaboration with eye bankers. Successive prototypes were built using 3D printing with 

biocompatible resins, and machining of PMMA blocks, and windows made out of optical grade 

glass were glued. Different types of connecting tubes were assessed. Efficiency was analysed 

in term of capacity of maintaining the cornea perfectly tighten in order to create 2 hermetic 

endo and epi compartments. P (adjustable from 0 to 50 mmHg with a mini-LCD screen for live 

display) was regulated by a continuous irrigation from a disposable infusion system associated 

with a P sensor and a micro-solenoid valve driven by a customized microcontroller  

Results The 3 most challenging points were: 1/waterproofness between epi and endo 

chambers that require to use corneas with at least a 16 mm diameter regular scleral rim 2/ 

biocompatibility of glues 3/ oxidation and alcalinization of storage medium caused by materials 

permeable to atmospheric gases. Since 2 years, 9 successive prototypes allowed selection of 

efficient solutions 

Conclusion Our innovative BR will be useful for both laboratory research and corneal 

storage by eye banks in a next future.Grant: ABM 2012, EFS 2012, ANSM 2012.PG, GT and 

SA patented the BR 
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EVER (European association for Vision and Eye Research), Nice 2013 : Communication 

affichée: Optical measurement of dioptric power and transparency of cornea stored in 

bioreactor 

PATAIA G, GAUTHIER AS, TRONE MC, CAMPOLMI N, BERNARD A, NAIGEON N, NANGOUM 

FOSSO T, PISELLI S, ACQUART S , LEPINE T, DELBOSC B, THURET G, GAIN P 

Purpose Quantification of dioptric power (DP) and transparency (T) of stored corneas 

remain almost unmet in daily eye bank practice. Complementary to T, DP could help screening 

donors having had refractive surgery and selecting the best donor/recipient refractive matching. 

During the development of an innovative corneal bioreactor (BR) (patented) for preclinical 

research and long-term storage, we took into account the possibility to integrate devices to 

perform these new quality controls. Aim: to present a device, named “frontofoco-graft-meter” 

(FGM) able to quantify DP and T of corneas in BR 

Methods measure of DP was based on the principle of magnification measurement and for 

T on the transmitted light over incoming light ratio. _e FGM comprised a light source + specific 

chart made of parallel black lines + digital camera. Human corneas in the BR were pressurised 

at 15mmHg, with medium circulation in endothelial chamber, whereas epithelial chamber was 

filled with air during measurements. DP was compared to the power map provided by OCT 

(Tomey, Casia), and T measures to results provided by our previous device called 

‘transparometer’ (based on the analysis of modulation transfer function). Measurements were 

done by 3 operators in a masked fashion 

Results For DP, agreement with OCT was good (within ±1 Dioptry). For T, measures were 

comparable with both devices. Inter-rater agreement was good for DP and T. FGM took a 

limited place and could easily be integrate in eye banks 

Conclusion the new FGM provides objective and reproducible QC of DP and T of corneas 

placed in the BR. Grants: ABM 2012, ANSM 2012, EFS 2012 

 

 

 



Partie expérimentale  Curriculum vitae :  

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 169 sur 188 

Curriculum vitae



Partie expérimentale  Curriculum vitae :  

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 170 sur 188 

 Curriculum Vitæ 

Anne Sophie GAUTHIER 

Nationalité:  Française 

Date et lieu de naissance: 12 avril 1984, Annecy (Haute-Savoie),  France 

 

Adresse professionnelle:  Service d’ophtalmologie 

 CHU Jean Minjoz 

 25030 Besançon, cedex, FRANCE 

 

Adresse personnelle:   4F rue Louis Pergaud, 25000 Besançon 

E-Mail: asgauthier@chu-besancon.fr 

Tel professionnel: +33 (0)3.81.66.81.66 (poste 67385) 

Tel mobile:  +33. (0)6.12.42.75.66 

Fax:  +33 (0) 3 81 66 84 75 

 

Université ou établissement d’appartenance : UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté 
 
Unité de recherche d’appartenance : Laboratoire « Biologie, ingénierie et imagerie de la Greffe de 

Cornée » BiiGC, Equipe d’Accueil EA 2521, Faculté de Médecine de St-Etienne, Université Jean Monnet 

 
Numéro RPPS : 10100679876 

 

Langues : anglais 

 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale  Curriculum vitae :  

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 171 sur 188 

CURSUS UNIVERSITAIRE 
 

 Médecine 
 

2002-2008 : Université de Franche-Comté : externat 

o Reçue primante en PCEM1, classée 63ème 
o DCEM effectué en 4 ans.  
o Examen national classant 2008 : rang 85 national, choix : Besançon (Major) en spécialités 

chirurgicales 
 

2008-2014: UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté : DES d’ophtalmologie 

 Biologie humaine: Université Jean Monnet Saint-Etienne 

2004-2006: Maîtrise de sciences biologiques et médicales : master 1 

2012-2013: Master 2 Recherche : Relation hôte-greffon-Année recherche 

2015-2017 : école doctorale de Bourgogne-Franche-Comté environnement et santé  

o thèse de science : Contribution à l'amélioration de la conservation cornéenne en 

bioréacteur 

 

DIPLOMES UNIVERSITAIRES  

 

2002 : Baccalauréat série S-SVT, spécialité physique-chimie, mention : bien (Lycée Charles Nodier, Dole) 

2004 : Maîtrise d’anatomie : UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté 

2005 : Certificat de maîtrise de sciences biologiques et médicales d’anatomie descriptive et 

topographique  UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté 

2006 : UE : Psychologie Neurobiologie 

2011 : Diplôme d’université Neuro-ophtalmologie. Université de Paris, faculté de médecine Pierre et 

Marie Curie (Pr Le Hoang) 

2013 : Master 2 Recherche « Relation hôte-greffon» UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté 

(année recherche du ministère). Stage d’un an au laboratoire « Biologie, ingénierie et imagerie de greffe 

de Cornée » EA2521, BiiGC, Pr. Gain, Faculté de Médecine de Saint-Etienne, Mémoire de recherche: 

«Intégration d’instruments de contrôle qualité cellulaire et tissulaire sur bioréacteur cornéen original».  

2013 : Diplôme d’université  Interprétation et lecture critique des essais thérapeutiques. Université 

Lyon 1 Faculté de médecine RTH Laennec, (Pr Gueyffier) 

2013 : Thèse d’exercice de la médecine. UFR-SMP Besançon, Université de Franche Comté  intitulée : 

«Intégration d’instruments de contrôle qualité cellulaire et tissulaire sur bioréacteur cornéen original». 

Obtenue avec mention honorable 

2014 : European Board of Ophthalmology 
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2014 : Diplôme d’étude spécialisé en Ophtalmologie, mémoire intitulé : « Découpe au laser 

femtoseconde de greffons endothéliaux : comparaison entre aplanation endothéliale et épithéliale » 

2014 : Diplôme d’université Imagerie et Pathologie Rétinienne,  faculté de médecine Paris – Diderot (Pr 

Massin) 

http://ophtalmo.us7.list-manage.com/track/click?u=25660ff7313ac397ac3f94205&id=ea3c763657&e=0518f0cba7
http://ophtalmo.us7.list-manage.com/track/click?u=25660ff7313ac397ac3f94205&id=ea3c763657&e=0518f0cba7
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TITRES HOSPITALIERS  

 

2006 : Examen national classant 85ème, choix de Besançon (Major) en spécialités chirurgicales 

2006-2014 : Cursus DES en Ophtalmologie CHU Besançon entrecoupé d’une année recherche à Saint-

Etienne 

 Novembre 2008-Mai 2009 : 1er semestre en chirurgie viscérale vasculaire (service du Docteur 
Leguillouzic, CHR Louis Pasteur de Dole) 

 Mai 2009-Novembre 2009 : 2ème semestre en ophtalmologie (service du Docteur Patillon, CHR 
Louis Pasteur de Dole) 

 Novembre 2010-Mai 2010 : 3ème semestre en neurochirurgie (service du Professeur Czorny, CHU 
Jean Minjoz de Besançon) 

 Mai 2010-Novembre 2010 : 4ème semestre en ophtalmologie (service du Docteur Patillon, CHR 
Louis Pasteur de Dole) 

 Novembre 2010-Novembre 2011 : 5ème et 6ème semestre en ophtalmologie (service du 
Professeur Montard, CHU Jean Minjoz de Besançon) 

 Novembre 2011-Mai 2012 : 7ème semestre en radiologie (service du docteur Yacoubi, CHR Dole) 
 Mai 2012-Novembre 2012 : 8ème semestre en ophtalmologie (service du Pr Delbosc, CHU Jean 

Minjoz de Besançon) 
 Novembre 2012 à Novembre 2013 : Année recherche ministérielle – Master 2R – laboratoire 

« Biologie, ingénierie et imagerie de greffe de Cornée » BiiGC, EA2521, Pr. Gain, Dr Thuret – 
Faculté de ST-ETIENNE 

 Novembre 2013-Mai 2013 : 9ème semestre en ophtalmologie (service du Pr Delbosc, CHU Jean 
Minjoz de Besançon) 

 Mai 2013-Novembre 2014 : 10ème semestre en ophtalmologie (service du Pr Delbosc, CHU Jean 
Minjoz de Besançon) 
 

2014-2016 : Chef de clinique assistante des hôpitaux  (service du Pr Delbosc, CHU Jean Minjoz de 

Besançon) 

2016-2017 : Praticien hospitalier contractuelle (service du Pr Delbosc, CHU Jean Minjoz de Besançon) 

2017 à ce jour : Praticien hospitalier (service du Pr Delbosc, CHU Jean Minjoz de Besançon) 

  

APPARTENANCE A DES SOCIETES SAVANTES 

 

2010 à ce jour :  Membre de la Société Française d’Ophtalmologie (SFO) 

2012 à ce jour :  Membre de European Association for Vision and Eye Research (EVER)   

2013 à ce jour :  Membre de European Eye Bank Association (EEBA)  
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PARTICIPATION A DES CONGRES NATIONAUX ET 
INTERNATIONAUX  

 

2010 à ce jour:  Réunion de la Société Française d’Ophtalmologie (SFO), Paris 

2010, 2011, 2012 :  Journées de Réflexions Ophtalmologiques (JRO), Paris 

2013 à 2016:   European Association for Vision and Eye Research (EVER) 

2013 à ce jour:                European Eye Bank Association (EEBA) 

2014 :    Association of Research in Vision and Ophthalmology (ARVO), Orlando, USA 
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Activité de recherche 

 

 

                                         Score SIGAPS personnel 2012-2018  

n=238 (Aout 2018) 
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PUBLICATIONS 
 

 Publications dans des revues internationales à comité de lecture ACLI 
 

1 SALEH M, GAUTHIER AS, DELBOSC B, CASTELBOU M. Impact of Metamorphopsia on Quality 
of Life after Successful Retinal Detachment Surgery, Ophthalmologica. 2018 May 29:1-8.  

 
2 BIGAN G, PUYRAVEAU M, SALEH M, GAIN P, MARTINACHE I, DELBOSC B, GAUTHIER AS: 

Corneal transplantation trends in France from 2004 to 2015: A 12-year review, Eur J 
Ophthalmol. 2018 Apr 1:1120672118762224. 
 

3 MARCON A, PÉRILLAT N, GARCIN T, JULLIENNE R, HE Z, FOREST F, GAUTHIER AS, GAIN P, 
THURET G :  Transplantation Blues: Inadvertent Staining of Amyloid Deposits With Trypan 
Blue, Cornea. 2018 Jul;37(7):824-828 

 

4 CROUZET E, GARCIN T, GAUTHIER AS, HE Z, PERRACHE C, DELAVENNE X, BASSET T, PEOC'H M, 
GAIN P, THURET G. Immunosuppression by a subconjunctival implant releasing 
dexamethasone in a rabbit model of penetrating keratoplasty.Br J Ophthalmol. 2018 

May;102(5):692-699. 
 

5 GUYON B, ELPHEGE E, FLORES M, GAUTHIER AS, DELBOSC B, SALEH. M.Retinal Reflectivity 
Measurement for Cone Impairment Estimation and Visual Assessment After Diabetic Macular 
Edema Resolution (RECOVER-DME), Invest Ophthalmol Vis Sci. 2017 Dec 1;58(14):6241-6247. 
 

6 SALEH M, FLORES M, GAUTHIER AS, ELPHEGE E, DELBOSC B. Quantitative analysis of 
photoreceptor layer reflectivity on en-face optical coherence tomography as an estimator of 
cone density. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol, 2017 Nov;255(11):2119-2126. 
 

7 JUMELLE C, GARCIN T, GAUTHIER AS, GLASSON Y, BERNARD A, GAVET Y, KLOSSA J, HE Z, 

ACQUART S, GAIN P, THURET G. Considering 3D topography of endothelial folds to improve 

cell count of organ cultured corneas. Cell Tissue Bank. 2017 Jun;18(2):185-191. 

8 GAUTHIER AS, CASTELBOU M, GARNIER MB, PIZZUTO J, ROUX S, GAIN P, POUTHIER F, 

DELBOSC B. Corneal transplantation: study of the data of a regional eye bank for the year 

2013 and analysis of the evolution of the adverse events reported in France since 2010. Cell 

Tissue Bank. 2017 Mar;18(1):83-89. 

9 RIVET A, GAUTHIER AS, CHATAIN M, BILLON-GRAND R, THINES L, DELBOSC B, A Giant 

Tumefactive Virshow-Robin Space: A Rare Cause of a Homonymous Quadrantanopia, J 

Neuroophthalmol. Mar;37(1):75-76. 

10 GAUTHIER AS, GARCIN T, THURET G, HE Z, JULLIENNE R, TRONE MC, NEFZAOUI C, ACQUART 

S, FOREST F, PÉOC'H M, DELBOSC B, GAIN P, Very early endothelial cell loss after penetrating 

keratoplasty with organ-cultured corneas, Br J Ophthalmol. 2017 Aug;101(8):1113-1118. 

11 GAUTHIER AS, FRIOT M, PUYRAVEAU M, GARCIN T, SALEH M, GAIN P, DELBOSC B. Visual 
outcomes of the second eye in keratoconic patients who have a corneal graft in the first eye: 
analysis at 12 years. Eur J Ophthalmol.  2018 Jan;28(1):19-24. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29595762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guyon%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elphege%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gauthier%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delbosc%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saleh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29228252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28791546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28791546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28791546
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12 HE Z, FOREST F, BERNARD A, GAUTHIER AS, MONTARD R, PEOC'H M, JUMELLE C, COURRIER 

E, PERRACHE C, GAIN P, THURET G : Cutting and Decellularization of Multiple Corneal Stromal 

Lamellae for the Bioengineering of Endothelial Grafts, Invest Ophthalmol Vis Sci. 2016 Dec 

1;57(15):6639-6651. 

13 BIDAUT-GARNIER M, MONNET E, PRONGUÉ A, MONTARD R, GAUTHIER AS, DESMARETS M, 
MARIET AS, RATAJCZAK C, BINDA D, SALEH M, DELBOSC B Evolution of Corneal Graft Survival 
Over a 30-Year Period and Comparison of Surgical Techniques: A Cohort Study, Am J 
Ophthalmol. 2016 Mar;163:59-69. 
 

14 BERNARD A, HE Z, GAUTHIER AS, TRONE MC, BAUBEAU E, FOREST F, DUMOLLARD JM, PEOC 
M, THURET G, GAIN P : Femtosecond laser cutting of endothelial grafts: comparison of 
endothelial and epithelial applanation, Cornea. 2015 Feb;34(2):209-17. 

 
15 BERNARD A, HE Z, FOREST F, GAUTHIER AS, PEOC M, DUMOLLARD JM, ACQUART S, 

MONTARD R, DELBOSC B, MD, GAIN P, THURET G :Femtosecond laser cutting of multiple thin 
corneal stromal lamellae for endothelial bioengineerinng, Cornea  2015 Feb;34(2):218-24. 
 

16 KHOUANI M, DEBELLEMANIERE G, MALUGANI C, GAUTHIER AS, POUTHIER F, DELBOSC B, 
SALEH M. : Evaluation of Microbial Contamination of Corneal Transplants: One-Year Report 
From a French Regional Eye Bank. Cornea. 2014 Sep;33(9):899-904. 

 
17 GAUTHIER AS, CAMPOLMI N, TUMAHAI P, KANTELIP B, DELBOSC B. Sebaceous Carcinoma of 

the Eyelid and Muir-Torre Syndrome, JAMA Ophthalmol 2014;132:1025-8. 

18 CAMPOLMI N, HE Z, ACQUART S, TRONE MC, BERNARD A, GAUTHIER AS, GARRAUD O, FOREST 
F, PÉOCʼH M, GAIN P, THURET G. Comparison of endothelial cell density of organ cultured 
corneas with cornea donor study. Cornea. 2014 Jun;33(6):597-603.  

 
 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25055144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25055144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24969841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24969841
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 Publications dans des revues internationales à comité de lecture en 
français  

 
1 GAUTHIER AS, LOGANADANE P, TUMAHAI P, FLORES M, SALEH M, DELBOSC B. Spontaneous 

hyphema as presenting sign of iris metastasis: Case report. J Fr Ophtalmol. 2018 
Jun;41(6):e275-e276.  
 

2 GAUTHIER AS, CASTELBOU M, SALEH M, DELBOSC B. Visual outcomes after Descemet's 

membrane endothelial keratoplasty, J Fr Ophtalmol. 2017 Jun;40(6):467-476. 

3 GAUTHIER AS, BILLON-GRAND R, RIVET A, CHATAIN M, SALEH M, DELBOSC B.: Left inferior 

homonymous quadrantanopia secondary to dilation of the Virchow-Robin spaces: Case 

report, J Fr Ophtalmol. Jan;40(1):82-83. 

4 GAUTHIER AS, TEA S, HUSTACHE MATHIEU L, SCHWARTZ C, SALEH M, DELBOSC B. Ocular 

syphilis: 9 cases, J Fr Ophtalmol. 2016 Nov;39(9):750-755. 

5 GAUTHIER AS, FRIOT M, MONTARD R, SALEH M, DELBOSC B : Femtosecond-assisted Ferrara 
intrastromal corneal ring implantation for treatment of keratoconus: Functional outcomes at 
one year, J Fr Ophtalmol. 2016 May;39(5):428-36. 
 

6 PICOT C, GAUTHIER AS, CAMPOLMI N, DELBOSC B : Quality of life of patients wearing scleral 
lens, J Fr Ophtalmol. 2015 Sep;38(7):615-9. 

 

7 CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, CINOTTI E, FOREST F, THURET G, GAIN P. Specular microscopic 
analysis of endothelial wound healing after trauma from pine processionary caterpillar hairs: 
pediatric case report. J Fr Ophtalmol. 2014 Jun;37(6):83-5. 

 

8 CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, GRIOT A, CINOTTI E, FOREST F, THURET G, GAIN P. Retrobulbar 
optic neuropathy as presenting sign of a rare form of CD4/CD56-positive acute myeloid 
leukemia. J Fr Ophtalmol. 2014 Apr;37(4):57-9.  

 

9 GAUTHIER AS, RIVAL B, SAHLER J, FAGNONI-LEGAT C, LIMAT S, GUILLAUME Y, DELBOSC B. 
Galenic and analytic development of tacrolimus 0.06% eye drops. J Fr Ophtalmol. 2013 
May;36(5):408-13.  

 

10 GAUTHIER AS, DELBOSC B. Focus on interstitial keratitis. J Fr Ophtalmol. 2012 Nov;35(9):726-
34.  

 

11 CAMPOLMI N, GUY C, CINOTTI E, FOREST F, GAIN P, PHILIPPE-ZECH C, GAUTHIER AS, THURET 
G. Corneal perforation: another side effect of nicorandil. Cutan Ocul Toxicol. 2014 
Jun;33(2):96-8.  
 
 

 
 
 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24815361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24815361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24815361
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 Publications en cours (revues ACLI ou ACL) 
 

 

1 FANNY RICOUARD, MARC PUYRAVEAU, MAHER SALEH, GAIN PHILIPPE, ISABELLE 
MARTINACHE, BERNARD DELBOSC, ANNE SOPHIE GAUTHIER. Regional trends in corneal 
transplantation from 2004 to 2015 in France: a 12-year review on indications, technique and 
waiting period. Cell Tissue Bank (under review)  

 

 Chapitre d’ouvrage 
 

a. GAUTHIER AS, DELBOSC B. Kératites interstitielles. EMC-Ophtalmologie 2012 ; 
9(4) :1-9 

b. GAUTHIER AS, DELBOSC B. Kératites interstitielles. EMC-Ophtalmologie 2017 ; 
9(4) :1-9  

c. THURET G, GARCIN A, GAUTHIER AS, ACQUART S, GAIN P, DELBOSC B: Evolution des 
techniques d’Eye Banking « Chirurgies cornéennes innovantes et réparatrices » 
Rapport Annuel des Sociétés d’Ophtalmologie de France 2017  

d. GAUTHIER AS, GARCIN A, ACQUART S, THURET G, DELBOSC B, GAIN P Greffons 
lamellaires et banques de tissus « Chirurgies cornéennes innovantes et réparatrices » 
Rapport Annuel des Sociétés d’Ophtalmologie de France 2017 

e. GARCIN T, GAUTHIER AS, TRONE MC, ACQUART S, PUGNET JL, PEYRAGROSSE T, 
ROGUES F, DELBOSC B, THURET G, GAIN P : Prélèvement et conservation des greffons 
cornéens, EMC Ophtalmologie 2017 

 

 



Partie expérimentale  Curriculum vitae :  

 Anne-Sophie Gauthier, BiiGC                                          Thèse de Doctorat                                                  Page 181 sur 188 

COMMUNICATIONS 
 

 Communications en congrès internationaux 
 

1. GARCIN T, GAUTHIER A S, CROUZET E, HERBEPIN P, PERRACHE C, HE Z, THURET G, GAIN P : An 
innovative bioreactor allows corneal storage for up to 3 months, EVER, Nice 2018 (communication 
affichée) 
 

2. THURET G, CROUZET E, GARCIN T, HERBEPIN P, HE Z, COURRIER E, PERRACHE C, AL BOURGOL S, 
LAMBERT V, MAURIN C, SAUNIER V, GAUTHIER A S, GAIN P : The OBserV platform (Ophthalmic 
Bioreactor specialized in experimental research & Valorisation): overview of possible applications 
 

3. GAUTHIER AS, GARCIN T, THURET G, BERNARD A, CALYAKA E , HOR G, HERBEPIN P, PUGNIET JL, 
PEYRAGROSSE T, ROGUES F, LEPINE T, GAIN P : specular microscopy of long-term stored corneas 
in an innovative bioreactor, EEBA, Pragues 2017 (Communication affichée) 
 

4. GAUTHIER AS, KHOUANI M, MALUGANI C, POUTHIER F, SALEH M, DELBOSC B:  Evaluation of 
Microbial Contamination of Corneal Transplants : One-Year Report From a French Regional Eye 
Bank, EEBA Venice 2015 (communication affichée) 

 

5. BERNARD A., MAUCLAIR C., BAUBEAU E., NANGOUM-FOSSO T., NAIGEON N. CAMPOLMI N., 
GAUTHIER AS., TRONE MC., HE Z., PISELLI S., PERRACHE C, PEOC’H M., FOREST F. ̧ DUMOLLARD 
JM., THURET G., GAIN P : Femtosecond laser endothelial graft cutting from endothelial side in a 
new corneal bioreactor with epithelial applanation, EEBA, Lausanne 2014 (communication orale) 
 

6. NAIGEON N, BERNARD A, NANGOUM-FOSSO T, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, TRONE MC, PATAIA 
G, HE Z., ACQUART S., PISELLI S., PERRACHE C., GARRAUD O., FOREST F., DUMOLLARD JM., PEOC’H 
M., THURET G., GAIN P : Integration of current and future quality controls for corneas stored in 
an innovative bioreactor, EEBA, Lausanne, 2014 (communication orale) 
 

7. THURET G., BERNARD A., NAIGEON N., NANGOUM-FOSSO T., HE Z., TRONE MC., NEFZAOUI C., 
CAMPOLMI N., GAUTHIER AS., PISELLI S., PERRACHE C., ACQUART S., GARRAUD O., FOREST F., 
DUMOLLARD JM., PEOC’H M., GAIN P : Revisiting corneal storage using an innovative bioreactor, 
EEBA, Lausanne, 2014 (communication orale) 
 

8. GAUTHIER AS, PATAIA G, NAIGEON N, BERNARD A, NANGOUM-FOSSO T, CAMPOLMI N, ACQUART 
S, LEPINE T, THURET G, GAIN P : Optical measurement of dioptric power and transparency of 
cornea stored in an innovative bioreactor, EEBA, Lausanne, 2014 (communication affichée) 
 

9. BERNARD A, MACULAIR C, BAUBEAU E, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, THURET G, GAIN P : 
Femtosecond laser endothelial graft cutting from endothelial side in a new corneal bioreactor 
with epithelial applanation, EuCornea Congress, London 2014 (communication affichée) 

 
10. BERNARD A, MACULAIR C, BAUBEAU E, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, THURET G, GAIN P : 

Comparaison of femtosecond laser cut of endothelial grafts with endothelial and epithelial 
applanation, EuCornea Congress, London 2014 (communication affichée) 
 

11. THURET G, PATAIA G, GAUTHIER AS, TRONE MC , BERNARD A, LEPINE T, GAIN P :  Integration of 
current and development of future quality controls for corneas stored in an innovative bioreactor, 
EuCornea Congress, London 2014 (communication affichée) 
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12. GAUTHIER AS, FRIOT M, ROYER B, DELBOSC B : New non-invasive technique for dosing eye drops 
concentration of drugs in tears, EVER Nice 2014 (communication affichée) 
 

13. GAUTHIER A, TRONE MC, CAMPOLMI N, NEFZAOUI C, BERNARD A, NAIGEON N, NANGOUM-
FOSSO T, PISELLI S, DELBOSC B, ACQUART S, THURET G, GAIN P. Endothelial and stromal quality 
control of corneas stored in an innovative bioreactor, European Association for Vision and Eye 
Research Nice, 2013 (communication orale) 
 

14. TRONE MC, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, NEFZAOUI C, BERNARD A, NAIGEON N, NANGOUM-
FOSSO T, PISELLI S, GARRAUD O, ACQUART S, THURET G, GAIN P. Conception and optimization of 
a corneal bioreactor, European Association for Vision and Eye Research, Nice, 2013, 
(communication orale) 
 

15. CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, MONTARD R, ACQUART S, THEILLIERE C, PEIRERA S, GARRAUD O, 
HE Z, PISELLI S, THURET G, DELBOSC B, GAIN P. Setting up organ-cultured corneas pre-cutting by 
a French blood center-eye bank, European Association for Vision and Eye Research, Nice, 2013, 
(communication orale) 
 

16. PATAIA G, GAUTHIER AS, TRONE MC, CAMPOLMI N, BERNARD A, NAIGEON N, NANGOUM-FOSSO 
T, PISELLI S, ACQUART S, LEPINE T, DELBOSC B, THURET G, GAIN P. Optical measurement of 
dioptric power and transparency of cornea stored in bioreactor, European Association for Vision 
and Eye Research, Nice, 2013, (communication orale) 
 

17. TRONE MC, GAUTHIER AS, CAMPOLMI N, NAIGEON N, NANGOUM-FOSSO T, PATAIA G, FOREST F, 
PEOC’H M, DUMOLLARD JM, ACQUART S, THURET G, GAIN P. Simulation of DSAEK in a new 
corneal bioreactor, European Association for Vision and Eye Research, Nice, 2013, 
(communication affichée) 
 

18. PATAIA G, GAUTHIER AS, CAMPOLMI N, TRONE MC, HE Z, PISELLI S, FOREST F, ACQUART S, LEPINE 
T, GAIN P, THURET G. Corneal graft imaging by anterior segment OCT during storage in eye banks, 
European Association for Vision and Eye Research, Nice, 2013 (communication affichée) 
 

19. BERNARD A, CAMPOLMI N, HE Z, PATAIA G, GAUTHIER AS, TRONE MC, NAGOUM-FOSSO T, PISELLI 
S, ACQUART S, GAIN P, THURET G. New Image Plugin for rapid and reproducible measurement of 
viable corneal endothelial cell density, European Association for Vision and Eye Research, Nice, 
2013, (communication affichée) 
 

20. CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, ACQUART S, THEILLIERE C, PEIRERA S, GARRAUD O, HE Z, PISELLI S, 
THURET G, DELBOSC B, GAIN P. Viable endothelial cell density by triple HEC staining of a failed 
Descemet stripping automated endothelial keratoplasty, European Association for Vision and Eye 
Research, Nice, 2013 (communication affichée) 
 

21.  GAUTHIER AS, RIVAL B, SAHLER J, FAGNONI-LEGAT C, LIMA S, GUILLAUME Y, DELBOSC B. Galenic 
and analytical development of Tacrolimus 0.06% eye drops. European Association for Vision and 
Eye Research, nice, 2012 (communication affichée) 
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 Communications en congrès national et/ou régional 
 

1. GAUTHIER AS, GARCIN T, ACQUART S, PEREIRA S, PIZZUTTO J, DELBOSC B, GAIN P, THURET G, 
Greffons lamellaires et banque de tissus, réunion plénière des Sociétés d’Ophtalmologie de 
France, Paris 2017 (communication orale) 
 

2. THURET G, GARCIN T, GAUTHIER AS, GAIN P : La thérapie cellulaire endothéliale : pour qui ? pour 
quand ?, Rock Lyon 2017 (communication orale) 
 

3. VIOTTE A, GAUTHIER AS, MONTARD R, DELBOSC B : Résultat fonctionnel et données 
abérrométriques après DMEK. Société Français d’Ophtalmologie, Paris, 2017 (communication 
orale) 
 

4. GAUTHIER AS, FRIOT M, MONTARD R, DELBOSC B : Devenir du deuxième œil des patients 
porteurs d’un kératocône dont le premier œil a bénéficié d’une greffe de cornée ; facteurs de 
risque d’évolution vers une kératoplastie du deuxième œil et étude longitudinale de 10 ans. 
Société Français d’Ophtalmologie, Paris, 2016 (communication orale) 
 

5. GAUTHIER AS : Kératites inflammatoires, entretiens annuels d’ophtalmologie, Société Français 
d’Ophtalmologie, Paris, 2016 (communication orale) 
 

6. NAIGEON N, BERNARD A, NANGOUM FOSSO T, HE Z, TRONE MC, CAMPOLMI N, GAUTHIER AS, 
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après triple coloration Hoechst/Ethidium/Calcéine. New ImageJ Plugin for rapid and reproducible 
measurement of viable corneal endothelial cell density after triple labelling with 
Hoechst/Ethidium/Calcein. Société Français d’Ophtalmologie, Paris, 2014 (communication orale) 
 

12. MONTARD R, GAUTHIER AS, HENRIOT C, DELBOSC B, MONTARD M: Greffes endothéliales : 

évolution des techniques chirurgicales. (Besançon) Société Français d’Ophtalmologie, Paris, 2014 

(communication orale) 
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PEOC’H M (SAINT-ÉTIENNE), DELBOSC B (BESANÇON), THURET G, GAIN P (Saint-Étienne) : Multi-
découpe de lamelles stromales ultrafines au laser femtoseconde pour le bioengineering de 
greffons cornéens endothéliaux. Société Français d’Ophtalmologie, Paris, 2014 (communication 
orale) 
 

15. PRONGUE A, MONTARD R, GAUTHIER AS, HENRIOT C, DELBOSC B, MONTARD M (Besançon) 
DSAEK : résultats fonctionnels et gestion des complications post-opératoires. Société Français 
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2014 (communication affichée) 
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affichée) 
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 Communication en EPU grand public  
 

1. EPU de Besançon : Présentation de cas annuellement 
2. EPU DE CORNÉE Hôtel-Dieu Samedi 24 janvier 2015 : Kératites interstitielles 

 

 
 

DIVERS : REVIEWING ET ENCADREMENT 
 

 Reviewing 
 

pour “ International Journal of Ophthalmic Pathology, 2013  
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ACTIVITES D’ENSEIGNEMENT 

 

 

ENSEIGNEMENT 
 

 

1. Enseignement théorique local : UFR-SMP Besançon  
a. Conférence ENC pour les étudiants en médecine de P3 à M3 
b. Enseignement pour le DES d’urgence, DESC de chirurgie orales 
c. Enseignement aux écoles d’infirmières et d’IBODE 
d. Enseignement aux prélèvements de cornées pour les coordinations locales de 

prélèvements 
   

 n-5 n-4 n-3 n-2 n-1 

Nombres d’enseignants de la discipline 4 4 4 4 4 

Nombre  d’heures effectuées 0 15 15 15 15 

PACES 0 0 0 0 0 
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2. Enseignement pratique 

a. certification des compétences des étudiants en médecine de l’UFR-SMP Besançon 
- Stages cliniques hospitaliers: référent de stage étudiants en P2-P3  
- Evaluation toutes les 8 semaines des étudiants en M1, M2, M3 

 
b. Encadrement des internes dans le service d’ophtalmologie 

 
Encadrement des travaux de thèse d’exercice et mémoire de DES 
d’ophtalmologie  
 
- GAUTHIER AS, FRIOT M, PUYRAVEAU M, GARCIN T, SALEH M, GAIN P, 

DELBOSC B. Visual outcomes of the second eye in keratoconic patients who 
have a corneal graft in the first eye: analysis at 12 years. Eur J Ophthalmol. 
2017 Jun 10:0. 

 
- GAUTHIER AS, CASTELBOU M, SALEH M, DELBOSC B. Visual outcomes after 

Descemet's membrane endothelial keratoplasty, J Fr Ophtalmol. 2017 
Jun;40(6):467-476. 

 
- GAUTHIER AS, FRIOT M, MONTARD R, SALEH M, DELBOSC B : Femtosecond-

assisted Ferrara intrastromal corneal ring implantation for treatment of 
keratoconus: Functional outcomes at one year, J Fr Ophtalmol. 2016 
May;39(5):428-36. 

 
Enseignement pratique médico-chirurgical 
 
Présentation de cas cliniques  lors des stafs hebdomadaires du service 
d’ophtalmologie 
 
 
 

 

c. Participations aux jurys de thèse  
 

- Marie Friot : Devenir du deuxième œil des patients porteurs d’un kératocône dont le premier 
œil a bénéficié d’une greffe de cornée ; facteurs de risque d’évolution vers une kératoplastie 
du deuxième œil et étude longitudinale de 10 ans. Thèse soutenue en octobre 2015, UFR SMP 
médecine pharmacie Besançon. 
- Chaker Nefzaoui : Le chirurgien ne greffe pas autant de cellules endothéliales que le 
comptage en banque ne le laisse présager. Thèse soutenue en décembre 2015, UFR SMP 
médecine pharmacie Saint-Etienne. 
- Rémy Julienne: Wordwide Eye Banking project. Thèse soutenue en décembre 2015, UFR SMP 
médecine pharmacie Saint-Etienne. 
- Adeline Koehl : Evolution de la qualité de vie des patients strabiques opérés. Thèse soutenue 
en octobre 2016, UFR SMP médecine pharmacie Besançon.  
- Marie Castelbou : Etude de la réhabilitation visuelle après kératoplastie endothéliale 
manuelle. Thèse soutenue en octobre 2016, UFR SMP médecine pharmacie Besançon. 
- Benjamin Guyon : Evaluation de la perte de photorécepteurs après résolution d’un œdème 
maculaire diabétique. Thèse soutenue en mai 2017, UFR SMP médecine pharmacie Besançon 

 



 

 

 

 



 

 

 

 
 

 

 

Titre : Contribution à l'amélioration de la conservation cornéenne en bioréacteur 

Mots clés : conservation cornéenne, banque de cornée, viabilité endothéliale, organoculture, 

bioréacteur, survie des greffons 

Depuis l’abandon depuis les années 70-80, 

pour des raisons logistiques et de sécurité 

sanitaire, des greffes fraiches dont la 

longévité dépassait deux décennies, la greffe 

s’est organisée autour de deux techniques 

d’eye banking: hypothermie aux USA et 

organoculture en Europe (dont Besançon fut 

pionnière pour la France) permettant une 

conservation respectivement à court et moyen 

terme. L’œdème stromal inéluctable lié à ces 

techniques passives engendre une perte 

endothéliale importante qui réduit la 

longévité des greffons, limite les contrôles 

qualités de plus en plus exigeants et obère les 

développements futurs tels les prédécoupes 

des greffons ou le bioingéniéring endothélial. 

Le laboratoire « Biologie, imagerie et ingéniérie 

de la Greffe de Cornée (BiiGC, EA 2521, 

Université Jean Monnet de St-Etienne) a 

développé une technologie de conservation 

active en bioréacteur qui limite l’œdème cornéen 

en restituant le gradient de pression de part et 

d’autre de la cornée et la circulation de milieu 

nutritif. Il permet ainsi de pallier à ces deux 

inconvénients majeurs et de mettre en œuvre les 

développements du  futur. 

Notre travail de thèse 1/ retrace les évolutions 

des techniques de conservation et de contrôle des 

greffons ; 2/ dresse le bilan de l’évolution des 

techniques/indications de greffes en France; 3/ 

documente la perte cellulaire endothéliale 

précoce liée à la conservation passive en 

organoculture ; 4/ la compare avec la technologie 

active de conservation en bioréacteur. 

 

 

 

Title : Improvement of corneal storage in bioreactor  

Keywords : corneal storage, eye bank, endothelial viability, organ culture, bioreactor, graft 

survival 

Since the abandonment for logistical and 

health security reasons in the 70s-80 of fresh 

grafts whose longevity exceeded two 

decades, the technical storage was organized 

around two techniques of eye banking: 

hypothermia (short term storage) in the USA 

and organ culture (long term storage) in 

Europe. Besançon was a pioneer in France for 

this technique. Induced stromal edema 

associated with these passive techniques 

leads to a significant endothelial cell loss and 

reduces grafts survival, limits quality control 

and obstructs further developments such as 

pre-cut endothelial graft or endothelial 

bioengineering. The  laboratory  "Biology,  

Imaging  and  Engineeri ng  of  the  Corneal  

Graft  (BiiGC,  EA  2521,  Jean  

 

Monnet University of St-Etienne) has developed 

an active storage system, the bioreactor, that 

limits corneal  

edema  by  restoring  a  pressure  corneal  

gradient  and  circulation  of  the  storage  

medium.  Bioreactor  make s  

possible to overcome these two major 

disadvantages and to implement the 

developments of the future. 

The aim of this thesis is to 1 / trace the evolution 

of storage and control techniques of corneal 

graft; 2 / review  

the  evolution  of  corneal  graft  techniq ues  /  

indications  in  France;  3  /  document  early  

endothelial  cell  loss  

related to passive conservation in organ culture; 

4 / Compare organ culture versus bioreactor 

storage. 
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