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INTRODUCTION GENERALE

Qui aurait imaginé il y a seulement vingt ans qu'un greffon endothélial pré-découpé
par une banque puisse étre délivré « ready to graft » au chirurgien ? Qui aurait imaginé que
la chirurgie au laser de la cornée deviendrait la premiére intervention au monde et qu’'un

myope ou presbyte...donneurs de demain... puisse se passer de lunettes ?

Probablement pas les responsables de banques de cornée, mission que jai embrassé
il y a une quinzaine d’année sous l'impulsion d’'un ophtalmologiste, le Dr Philippe GAIN,
adjoint du Pr Jean MAUGERY, avec l'aide bienveillante du Directeur de 'EFS de I'’époque, le
Dr Jean Claude LE PETIT.

Avec I'épidémie de SIDA, I'époque de la « greffe fraiche » qu’avaient connue les deux
ophtalmologistes, utilisant des globes oculaires prélevés par un gargcon de morgue qui les
apportait directement en salle d’opération pour étre greffés aprés une simple inspection

visuelle de la transparence...était bel et bien révolue.

Ce fut I'époque de la réorganisation des banques de cornées aux USA et de leur
création en Europe du Nord, puis, sous I'impulsion des bisontins les Prs Patrick HERVE de
'EFS et de [l'ophtalmologiste Bernard DELBOSC, limportation de la technique de
conservation sur notre territoire. C’est ainsi dans «l'ére de l'eye banking », sous la
bienveillance transmise a mon Directeur actuel le Pr Olivier GARRAUD, que jai débuté mes
travaux sur le contréle qualité (et de sécurité) du greffon, portés par le tandem Philippe GAIN
et son jeune éleve Gilles THURET (désormais tous deux Professeurs) et la création de
I'équipe de recherche dont le nom décline I'activité : « Biologie, ingéniérie et imagerie de la
Greffe de Cornée.

Mes travaux ont ainsi été « de la cellule au laboratoire, au greffon a la banque,
jusqu’au patient greffé ». Au cours de la derniere décennie, au travers de recherches
expérimentales et d’essais cliniques en banque puis chez les patients au travers de plusieurs
PHRC dans lesquels j'ai été (et suis toujours) associée, je me suis ainsi attachée a améliorer
les contréle de sécurité, des milieux de conservation... (non présentés ici, voir liste des

publications et communications en partie 3), et bien sur des contréles qualité proprement dit.

Dans le présent manuscrit, je m’attacherai ainsi aux travers de mes trois publications
présentées en partie 2, a faire le point sur le controle qualité cellulaire et tissulaire du greffon.

Si la densité cellulaire endothéliale est le critere unanimement admis pour la délivrance d’'un
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greffon, force est de constater que le contrdle de la qualité optique élémentaire de la cornée
comme une bonne transparence et un pouvoir dioptrique adéquat, pourtant essentielle a la
qualité visuelle du receveur, ne fait jusqu’a présent I'objet que de peu de recherche ou de

développement sur les greffons conservés avec les techniques actuelles, jamais revisitées...

Gageons que le nouveau procédé de conservation en Bioréacteur développé par le
laboratoire BiiGC (et dans lequel je suis impliquée au travers d’'un Brevet) devrait permettre
de réaliser des contrdles inédits, encore plus performants, et mieux adaptés aux receveurs

comme aux donneurs de demain...
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CHAPITRE 1 : LA CORNEE HUMAINE ET SA CONSERVATION

1. Historique de la conservation cornéenne

Le concept de greffe de cornée a été établi pour la premiére fois par Erasmus Darwin, grand
pére de Charles Darwin, dans son ouvrage intitulé Zoonomia, en 1796". En 1824, Franz Reisinger
crée le terme kératoplastie ; il est le premier a imaginer le remplacement chez ’homme de la cornée
opaque par une cornée animale transparente. En 1838 Richard Kissam rapporte la premiére
kératoplastie chez 'homme, utilisant une cornée de porc.? Pratiquement toutes les tentatives de
kératoplasties ont été des xénogreffes jusqu’a la fin du 19°™ siécle, jusqu’en 1886 ou Von Hippel
relate le succés d’'une greffe lamellaire®. La kératoplastie franchit une étape majeure en 1906 lorsque
I'ophtalmologiste allemand Edouard Zirm obtient un premier succés avec une greffe de pleine
épaisseur en utilisant une greffon fraichement prélevé sur I'ceil énucléé d’un garconnet de 11 ans®.

La diffusion de la greffe de cornée a partir de cornées fraiches a été fortement entravée par la
pénurie de tissus frais prélevés, le plus souvent, sur des yeux aveugles de donneurs vivants ou lors
d’exécutions capitales. Filatov, considéré comme le pére de la conservation moderne des greffons
cornéens, introduit en 1935 le concept de prélévement de donneurs en post-mortem®. Il a également
mis au point la chambre humide afin de conserver ces globes énuclées devenus beaucoup plus
nombreux®. Cette méthode de conservation, utilisée pendant des décennies, est cependant limitée
par I'urgence de greffer la cornée dans les 24-36 heures aprés le décés du donneur. Le progrés le
plus important dans le concept de conservation cornéenne correspond a l'introduction en 1974 aux
Etats-Unis du milieu de Mc Carey-Kaufman, qui rendait possible la conservation pendant 5 jours a
+4°C de la cornée aprés énucléation du globe oculaire’. Le détail de la composition du milieu, du
procédé de fabrication et de la technique de découpe cornéenne ont été publiés 2 ans plus tard®. Une
conservation étendue au dela de 5 jours est cependant rapidement apparue comme une nécessité
afin de faciliter la distribution des tissus. En 1976, a Minneapolis, Etats-Unis, Doughman a développé
a cet effet un nouveau concept de conservation a +34°C, méthode appelée organoculture, qui
permettait une conservation pouvant aller jusqua 30 jours®. L'organoculture permettait de
programmer la date de la chirurgie, de réaliser une surveillance microbiologique accrue et de réaliser
le groupage tissulaire.

Un autre tournant dans l'organisation de la greffe de cornée a été I'établissement des
premiéres banques de cornées : New York en 1944 (Townley Paton ) et Moorfields Eye Hospital a
Londres (Patrick Trevor-Roper) dans les années 60'". L’association américaine des banques de
cornées (Eye Bank Association of America (EBAA)), créée en 1961, a défini les standards médicaux
du prélévement, de la conservation, de I'utilisation des greffons, de la formation et la certification des
techniciens ainsi que de I'accréditation des banques de cornées aux Etats-Unis et dans le monde'?.
La conservation des cornées a également bénéficié des progrés dans d’autres domaines de

113

l'ophtalmologie : création de la lampe a fente par Allvar Gullstrand en 191 et du microscope
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spéculaire en 1968 par David Maurice.™ Ronald A Laing ' et William M Bourne et Paul Kaufman'®
ont adapté le microscope spéculaire a 'examen de I'endothélium des greffons. De nombreuses
autres avancées dans le domaine de la sélection des patients, des stratégies de lutte anti
microbienne, de contrdle endothéliaux, de techniques microchirurgicales et de surveillance post-
opératoire ont contribué a I'amélioration du succés de la greffe de cornée, pour faire de cette

intervention 'une des plus répandues du monde de la transplantation.
2. Rappels sur I'anatomie cornéenne humaine

La cornée embryonnaire dérive de I'ectoderme de surface aprés l'invagination de la vésicule
cristallinienne a la 5°™ semaine de gestation. A ce stade, le stroma cornéen est représenté par une
couche de fibres laches de collagéne située entre I'ectoderme et la vésicule cristallinienne et est
envahi a 6 semaines de gestation par les fibroblastes péri-limbiques, précurseurs des futurs
kératocytes'’. L’épithélium se développe a partir de 'ectoderme de surface approximativement & 5-6
semaines de gestation et 'endothélium se forme par migration et prolifération a partir des cellules
mésenchymateuses dérivées des crétes neurales situées a la périphérie de la future cornée. A la
naissance, la cornée est proportionnellement plus grande qu’a 'dge adulte par rapport au reste du
globe oculaire. Elle croit donc moins vite que le reste de I'ceil et atteint sa taille adulte a I'age de 2
ans. La cornée est constituée de 5 couches distinctes, d’avant en arriére : épithélium, membrane de
Bowman, stroma, membrane de Descemet et endothélium. Les principales caractéristiques

anatomiques de I'endothélium, du stroma et de I'épithélium sont rappelées ci-dessous.

2.1. Endothélium
2.1.1. Morphologie

L’endothélium est une monocouche de cellules majoritairement hexagonales, non réplicatives,
formant la limite interne de la cornée dans la chambre antérieure. Il régule I'hydratation du stroma ce
qui conditionne sa transparence et son épaisseur'®. La monocouche de cellules cuboides de 10um
d’épaisseur, régulierement disposées, formée a la 7™ semaine de gestation se transforme en
monocouche de cellules aplaties qui se multiplient rapidement pendant tout la période embryonnaire.
A Tlinverse, a la fin de la gestation les cellules endothéliales s’élargissent sans se multiplier pour
continuer de recouvrir la surface interne de la cornée qui croit rapidement’. La densité cellulaire
endothéliale (DCE) décroit donc rapidement de 16000 cells/mm? & 12 semaines de gestation pour
atteindre 6000 cells/mm? & 40 semaines®.

L’endothélium adulte, qui se présente comme une mosaique en rayon de miel lorsqu’il est
observé de face, est une monocouche de cellules polygonales de 4 a 6um d’épaisseur et d'une
vingtaine de micrométres de diamétre moyen (Fig. 1A).?' La distribution des cellules endothéliales
n’est pas uniforme sur tout I'endothélium avec un gradient de la périphérie (DCE élevée) vers le
centre (DCE moins élevée).”? La microscopie électronique & balayage met en évidence de

nombreuses microvillosités & la surface apicale postérieure en contact avec 'humeur acqueuse.?
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L’étude ultrastructurale montre des jonctions communicantes (gap junction) le long des membranes
latérales et basales et des jonctions serrées (tight junction) le long de la couronne apicale.?** Une
bande circonférentielle de filaments d’actine réalise une ceinture le long de I'apex cellulaire qui

2. 2 || existe une forte

maintient la forme de la cellule et participe aux phénoménes de migration.
densité de pompes Na/K ATPase le long des membranes latérales® et de trés nombreux organites
intracellulaires qui témoignent de l'intense activité métabolique et de la synthése de protéines (Fig.
1B)."® 2" *' Le poéle basal de la cellule endothéliale repose sur la membrane de Descemet. Cette
véritable membrane basale épaisse est sécrétée par la cellule endothéliale qui y adhére par des
plaques d’adhésion dépourvues de systéme d’ancrage de type desmosome ou hémidesmosome.*
Chez l'adulte la membrane de Descemet comporte 2 couches qui apparaissent distinctes en
microscopie é€lectronique a transmission: couche antérieure striée, formée durant la vie
embryonnaire et composée de lamelles de collagéne et de protéoglycanes hautement organiseés, et
couche postérieure amorphe, formée dans la période post-natale et en continue tout au long de la vie

pour atteindre jusqu’a 10um chez les plus vieux d’entre nous.>*

2.1.2. Physiologie

L’arrangement hexagonal des cellules endothéliales est, sur un plan thermodynamique, la
disposition géométrique la plus économique pour couvrir une surface de fagon continue. |l facilite la
fonction de barriére. Il réduit également la surface individuelle des cellules permettant la présence
d’'un nombre maximum de CE par unité de surface, afin de maximiser la fonction de pompe.* ¢
L’endothélium maintient le stroma cornéen dans un état de relative déshydratation en évacuant vers

la chambre antérieure 'excés d’eau grace a l'activité des pompes Na/K. ATPase® '

et de pompes
Mg?*-ATPase bicarbonate-dépendantes.®® ** Ces pompes sont localisées principalement sur les
parois latérales des CE et utilisent 'ATP produit pas les nombreuses mitochondries. L’endothélium
forme également une « barriere non étanche » grace aux jonctions serrées apicales et aux
interdigitations inter-cellulaires des membranes latérales qui contiennent des jonctions
communicantes. Cette barriere non étanche autorise la percolation d’humeur aqueuse vers le stroma
mais empéche une imbibition massive de ce dernier.? 3> % 4! Cette perméabilité limitée permet
également les flux d’ions indispensables a I'établissement d’un gradient osmotique entre le stroma
hypotonique et 'humeur aqueuse hypertonique.*? Cette perméabilité peut étre régulée par le taux de

calcium environnant.*®

Des études récentes suggéerent que des protéines membranaires de la famille
des aquaporines servant de canaux sélectifs a I'eau libre jouent un réle dans la régulation des flux au
travers de I'endothélium.**® Les fonctions de pompes et de barriéres sont essentielles au maintien
de la déshydratation stromale. Le niveau d’hydratation cornéenne parait ainsi maintenu par un
mécanisme de pompe/fuite dans lequel la fuite de solutés et d’eau a travers I'endothélium est
parfaitement compensée par les différentes pompes ioniques entrainant des transferts passifs d’eau
en direction de 'humeur acqueuse.*’ Cet équilibre est maintenu aussi longtemps que l'intégrité de

'endothélium est respectée.
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2.2. Stroma

Le stroma constitue 90% de I'épaisseur cornéenne et se distingue des autres tissus riches en
collagéne par sa transmission presque intégrale (99%) de la lumiére incidente sans diffraction. La
résistance mécanique du stroma est due a l'agrégation dense de fibrilles de collagéne entrelacées
(principalement collagéne de type | avec une faible quantité de collagéne V et probablement de type
lll) entourées d'une gaine cylindrique constituée principalement de protéoglycanes, comme le
montrent les observations en microscopie électronique & transmission.*® La membrane de Bowman
(10 a 20 ym d’épaisseur) située sous la couche basale de I'épithélium est une zone acellulaire et
condensée du stroma le plus superficiel, constituée de fibres de collagéne plus fines et plus
condensées. La transparence est la conséquence de lorganisation tissulaire a un échelon
ultrastuctural et a été attribuée a la finesse et la régularité du diamétre des fibrilles de collagene (25-
33nm), ainsi qu’a la régularité de leurs espacements latéraux (Fig. 2A).*° Les fibrilles sont continues
de limbe a limbe et sont arrangées en quelques 200 lamelles qui comportent quelques interdigitations
entre elles. Les espaces inter-fibrillaires contiennent des filaments de collagéne de type VI et sont
remplis de glycosaminoglycanes (GAG) qui exercent une pression d’'imbibition d’eau suffisante pour
faire gonfler la matrice extra-cellulaire hautement structurée. L’association entre ces protéoglycanes
et les fibres de collagéne est réguliére et contribue & maintenir 'organisation des fibres.*

Les kératocytes sont des cellules métaboliquement trés actives qui synthétisent des protéines
structurales et régulatrices. lls sont arrangés en feuillets denses entre les lamelles de collagéne et
sont interconnectés entre eux par des jonctions communicantes pour former un arrangement

syncitial.”’

Dans la cornée normale les kératocytes ont un long noyau effilé avec une fine collerette de
cytoplasme (Fig. 2B). Leur densité est plus élevée dans le stroma antérieur et décroit de plus de la
moitié dans le stroma postérieur.* L’apparition d’'un cedéme stromal chronique s’accompagne de
modifications de l'ultrastructure kératocytaire avec apparition de vacuoles claires et d’autres sombres,
et de solutions de continuité membranaires®™ ** qui accompagnent des perturbations de
'arrangement régulier du réseau de fibres collagéne ainsi que d’une perte significative du contenu en
GAG.> L’'oedéme stromal est plus la conséquence d’'une hyper-hydratation des protéoglycanes de la
matrice extra-fibrillaire que celle d’'un gonflement des fibrilles de collagéne elles-mémes. Le
gonflement stromal est plus important dans le stroma postérieur en raison d’un contenu plus

important en GAG.®

2.3. Epithélium

L’épithélium est la couche la plus externe qui protége la surface cornéenne. Il constitue un
épithélium de 40-50pm, squameux multistratifi€ non kératinis€, non sécrétoire comportant 4-6
couches. Il est recouvert par le film lacrymal épais de 7um, dont le réle optique est important pour
lisser les micro-irrégularités de la surface épithéliale antérieure.”” La cellule épithéliale subit une
séquence ordonnée de modifications au cours de laquelle elle meurt par apoptose et desquame dans

les larmes en 7 a 10 jours au total. Les cellules les plus superficielles, plates et grossiérement
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hexagonales, sont arrangées en 2-3 couches dont la plus superficielle présente de trés nombreuses
microvillosités connectées a une couche fine de glycocalix chargé. Ces cellules superficielles restent
solidement fixées entre elles par un réseau de desmosomes (Fig. 3). Sous cette couche superficielle,
les cellules ailées (wing cells) organisées en 2-3 couches également sont moins aplaties et
possédent des complexes de jonctions inter-cellulaires similaires sur leur parois latérales. Les
cellules les plus profondes sont les cellules basales organisées en une seule couche de cellules en
colonne de 20um de haut qui sont, avec les cellules souches épithéliales limbiques, les seules
cellules épithéliales capables de divisions mitotiques. Elles sont riches en organites intracellulaires et
possédent des jonctions communicantes dans leurs membranes latérales ainsi que des zonulae
adherens. Elles sont connectées a leur membrane basale par un systéme dense

d’hemidesmosomes.®’

3. Maintien de la transparence cornéenne

3.1. Role du stroma

La transparence est essentielle a la fonction de la cornée comme premier dioptre du systéme
optique oculaire (+44 dioptries). La taille uniforme des fibriles de collagénes combinée a un
arrangement spatial régulier des lamelles des collagéne et une relative déshydratation des
protéoglycanes du stroma favorisent la transmission de la lumiére sans absorption ou diffraction
significative.®® La transmission de la lumiére dépend de la disposition hautement ordonnée des
fibrilles de collagéne entrainant de faibles changements d’index refractif sur de courtes distances qui
créent des interférences qui annihilent la transmission de la lumiére dans toutes les directions
excepté dans la direction antéro-postérieure.’® En cas d’cedéme cornéen la diffraction de la lumiére
augmente a cause de la distribution non uniforme de I'eau dans les espaces interfibrillaires®® et des
perturbations du réseau régulier du collagéne et des protéoglycanes.* Les kératocytes jouent
également un réle dans le maintien de la transparence comme en témoigne la perte significative de

transparence en cas de perte importante de kératocytes.®

3.2. Role de I’endothelium

L’endothélium cornéen joue également un réle primordial dans le maintien dans le temps de la
transparence stromale en régulant I'hydratation grace a ces fonctions de pompe et de barriére
comme nous l'avons décrit précédemment. Les ATPase Na+-K+ constituent une part essentielle du
systeme de pompage et utilise 'ATP produit par les nombreuses mitochondries. L’hydratation est
maintenue dans un état d’équilibre qui oppose la pression de gonflement stromale d'un coté et
I'activité des pompes de l'autre.®’ 2 La pression osmotique colloidale exercée par les protéoglycanes
du stroma et les forces électrostatiques de répulsion entre les polysaccharides stromaux chargés
négativement semblent étre responsables de la pression de gonflement stromale (PG) qui attire I'eau

a lintérieur de la cornée avec une pression entre 50 et 60 mmHg.%* ® Cette pression facilite une
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issue de fluide a partir d'un stroma relativement hypo-osmotique vers 'humeur aqueuse hyper-
osmotique. La pression d'imbibition (PI) du stroma dépend de la pression intraoculaire (PIO) et de la
pression de gonflement du stroma selon la relation Pl = PG- PIO. PG décroit exponentiellement
lorsque I'hydratation du stroma et I'épaisseur s’accroissent. PG et pompes endothéliales s’équilibrent
et empéchent la constitution d’'un cedéme stromal.®® Cet équilibbre est rompu en cas de
dysfonctionnement endothélial (dystrophie ou dégénérescence) ou en cas d’élévation de la PIO au
dessus de 50mmHg. A titre d’exemple, les cornées conservées a +4°C deviennent cedémateuses par
arrét des activités métaboliques endothéliales. Cela justifie I'addition d’agents hyper-osmotiques dans
la solution de conservation : dextran’, chondroitine sulfate®® ou acide hyaluronique.®” Les cornées
préservées en OC s’oedématient malgré une osmolarité du milieu de conservation supérieure a celle
de 'numeur aqueuse. Ceci est attribué a une activité endothéliale suboptimale ainsi qu’a la perte de
l'intégrité épithéliale qui favorise I'imbibition par cette face. Cet cedéme justifie I'immersion dans un

milieu trés hyper-osmotique 48-72 heures avant greffe.?® ® (période de déturgescence).

o
1

>
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Figure 1. Microscopie électronique a balayage d’'un endothélium cornéen sain montrant la disposition quasi
hexagonale des cellules. Notez le relief correspondent au noyau de chaque cellule mis en évidence par la
déshydratation lors de la préparation (A). Microscopie électronique a transmission d’une jonction entre deux

cellules endothéliales montrant les nombreux organites intra cellulaire (B). Centre de Microscopie Electronique (CMES) et
EA2521 BiiGC, Saint Etienne
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Figure 2. Microscopie électronique a transmission des fibres de collagéne du stroma cornéen montrant
'arrangement régulier de deux lamelles adjacentes (A). Montage de cing clichés montrant la jonction de deux
kératocytes (B). Centre de Microscopie Electronique et EA2521 BiiGC, Saint Etienne
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Figure 3. Microscopie électronique a transmission
de [I'épithélium cornéen montrant sa structure
stratifiée (A) et zoom sur les desmosomes unissant
deux cellules de la couche intermédiaire (B).
Microscopie électronique a balayage montrant des
cellules superficielles claires et sombres (C) et leur
desquamation progressive a 44 heures (D) et 81
heures de délai post mortem (E) (S= cellules
superficielles, M= cellules intermédiaire, BC=

cellules basales, BM= membrane basale).
Courtesy :Centre de Microscopie Electronique, EA2521 BiiGC, Saint
Etienne (4,B); Blackwell Synergy (C-E)

Page 15 sur 191




4. Conservation des cornées

Les deux objectifs principaux de la conservation des greffons cornéens sont: 1) la
préservation de la viabilité cellulaire, en particulier endothéliale, pour assurer chez le receveur une
fonction optimale 2) lallongement du délai entre prélévement et greffe afin de permettre les
nombreux contrdles de qualité de greffon de planifier I'intervention dans les meilleures conditions Les
méthodes de conservation ont été classées en 4 catégories selon leur durée : i) a court terme, en
chambre humide et dans le milieu M-K (2-4 jours), ii) intermédiaire, milieu dérivé du M-K (jusqu’a 15
jours) iii) long terme, organoculture (jusqu'a 5 semaines) iv) trés long terme, cryoconservation

(indéfiniment).

4.1. Méthodes de conservation

4.1.1. Conservation hypothermique en chambre humide
Filatov a décrit cette technique pour la premiére fois en 1935 en utilisant des yeux de

cadavres.® Le globes sont placés immédiatement aprés énucléation, cornée vers le haut, dans un
flacon de verre a bords rodés, sur une compresse imbibée de sérum salé et d’antibiotiques, et
conservés a +4°C. Cette technique, seule utilisée avec succés pendant plusieurs décennies (et
encore actuellement utilisée dans certains pays) présentait I'inconvénient majeur de limiter la durée
de conservation a 24 heures. Cette limitation est due a la dégradation rapide de I'endothélium au
contact d’'une humeur aqueuse post-mortem ou s’accumule rapidement les produits de dégradation
du métabolisme de I'ceil post-mortem.” De cette constatation découle le concept d’excision de la

cornée pour la conserver dans un environnement défini et préservant l'intégrité endothéliale.”

4.1.2. Conservation hypothermique en milieu M - K medium et dérivés
McCarey et Kaufman aux Etats-Unis ont montré en 1974 que des cornées de lapins New

Zealand White immergées dans le milieu de culture cellulaire TC 199 supplémenté en Dextran et
antibiotiques streptomycine- pénicilline, restaient viable pendant 14 jours.” Des modifications on
successivement été apportées au milieu M-K initial, comme le remplacement des antibiotiques par la
gentamycine (M-K modifié) ", la suppression du SVF et I'addition d’un tampon plus stable (HEPES)
ainsi que de 2,5% de Chondroitine Sulfate (K-Sol).72 Le milieu CSM, autre milieu contenant de la
Chondroitine Sulfate, a vu le jour” mais sa diffusion est limitée par 'apparition d’'un important cedéme
cornéen et une trop grande toxicité épithéliale.”* La production de K-sol a été arrétée en 1989 a la
suite d’'une contamination bactérienne mettant en cause le milieu.” Par la suite, se sont succédés :
Dexsol (contenant Chondroitine Sulfate et dextran pour réduire 'oedéme stromal), Optisol combinant

|66

les caractéristiques du K-sol et du Dexsol®®, et I'Optisol GS contenant gentamicine et streptomycine’®,

ce dernier étant le milieu de référence aux Etats-Unis a I'heure actuelle.
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4.1.3. Organoculture

La conservation a moyen terme des cornées, dite conservation en organoculture, a été

développée aux Etats-Unis par I'équipe de Doughman dans les années 70"" 7

, puis rapportée en
Europe (Danemark) par Sperling peu de temps aprés.” Cette technique qui préserve lintégrité de
'endothélium tout en autorisant une conservation jusqu’a cing semaines s’est imposée comme la
méthode de référence en Europe.’*®® La longue durée de conservation permet en effet: (i) de
programmer la greffe et de minimiser ainsi le gaspillage de greffons faute de receveur disponible
immédiatement, (ii) de réaliser les contrdles sérologiques du donneur et microbiologiques sur la
cornée et son milieu de conservation, (iii) de faciliter le typage tissulaire HLA du donneur pour
favoriser I'appariement donneur-receveur, en particulier pour les receveurs a haut risque de rejet et
iv) de réaliser une évaluation de la qualité endothéliale avant greffe avec, comme avantage majeur, la
disparition des échecs primaires de greffe par insuffisance endothéliale lorsque rien n’était controlé.®*
Un avantage secondaire de I' organoculture semble étre la réduction sélective de la charge en
antigéne HLA-DR avec la durée de conservation indépendamment du milieu utilisé et de la
température.® Cette modification est susceptible de réduire limmunogénicité cornéenne et le risque
de rejet.®® %’

En organoculture, les cornées sont conservées a une température qui varie de 31 a 37°C
selon les centres, dans un milieu liquide dérivé des milieux de culture cellulaire traditionnels. Ces
milieux sont produits localement par les banques de cornées, les pharmacies hospitaliéres ou
réalisés et commercialisés par des industriels selon les réglementations de chaque pays. Tous sont
basés sur le milieu minimum essentiel de Eagle (Eagle’s minimal essential medium (MEM)) ou sa
variante modifiée par Dulbecco (Dulbecco’s MEM). lls contiennent des antibiotiques, parfois un
antifongique. La présence de 2% de SVF apporte des micronutriments et facteurs de croissance
indispensables. Ce type de milieu préserve les activités métaboliques des 3 types cellulaires de la
cornée et en particulier de I'endothélium pendant plusieurs semaines. Des durées de conservation

88, 89

extrémement longues ont été décrites avec succes mais la durée maximale retenue finalement

dans les autorisation Iégales est de 5 semaines.

L’organoculture s’accompagne invariablement de I'apparition rapide d’'un cedéme stromal qui
double pratiquement I'épaisseur cornéenne, réduit sa transparence et augmente son plissement. Cet
cedéme perturbe le geste chirurgical en modifiant la qualité de la trépanation du greffon (en chapeau
de gendarme) et en perturbant la suture (greffon du double de I'épaisseur de la cornée réceptrice). |l
est également accusé de ralentir la récupération visuelle chez le receveur (communication orale du
Dr. Pels E, Amsterdam). Cet cedéme réversible est atténué par immersion avant greffe dans un
nouveau flacon de milieu de conservation additionné d’'une macromolécule dont les propriétés
osmotiques et hydrophiles déplacent I'eau depuis le stroma jusque dans le milieu de conservation.
Cette étape appelée déturgescence dure de 48 a 72 heures, plus par commodité (cette phase,
effectuée a température ambiante sert de période d’acheminement des greffons vers les blocs

opératoires) que par arguments scientifiques. Le Dextran T500, polymére synthétique de glucose, est
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la seule molécule utilisée en routine actuellement. Le Dextran T500 utilisé a un taux de 4-8%
poids/volume a un effet toxique a la fois sur I'épithélium et I'endothélium (perte cellulaire jusqu’a 8%
et augmentation du la coefficient de variation de surface cellulaire jusqua 27%).%> %> °' Plus
récemment encore, notre laboratoire a obtenu l'autorisation de tester dans un essai clinique le
poloxamer 188.%2 Un hydroxyéthil amidon parait également intéressant mais son utilisation reste du
domaine de la recherche.® Le poloxamer testé au laboratoire et en clinique parait moins toxique que

le dextran.%% %46

Depuis I'année 2004, 100% des banques de cornées francaises utilisent des milieux
commercialisés. Les milieux Inosol / Exosol (Bausch & Lomb, Chauvin-Opsia,P PLabége, France) ont
été les premiers utilisés, puis remplacés par CorneaPrep / Max / Jet (Eurobio, Les Ulis, France). Ces

deux catégories de milieux possédent du SVF et du Dextran agent de déturgescence.

Notre laboratoire a travaillé sur la mise au point d’'un milieu dépourvu en protéines animales,
et dans lequel le dextran a été remplacé par un poloxamer de haut poids moléculaire. La densite et la
morphologie endothéliale sont parfaitement conservées pendant la phase de conservation en
organoculture avec ces milieux, y compris pendant la phase de déturgescence. Ces milieux sont
commercialisés sous le nom de Stem Alpha -1, -2 et -3 (Stem Alpha, St Genis L'Argentiére, France).
Deux banques en France I'utilisent en routine.

La réglementation francaise a imposé le statut de Produit Thérapeutique Annexe (PTA) aux
dispositifs rentrant en contact avec les cornées (décret 2004-829). A ce jour, les milieux de la gamme

Stem Alpha et Cornéa (Eurobio) ont obtenu le statut de PTA.

L’organoculture a initialement soulevé des craintes quant a la sécurité microbiologique des
greffons : ses détracteurs l'accusant de réunir les conditions optimales pour une croissance
bactérienne et fongique. Une contamination passée inapercue avec les moyens microbiologiques de

'époque et responsable d’une endophtalmie gravissime post-greffe de cornée a dailleurs été a

I'origine de I'abandon de I’ organoculture aux Etats-Unis peu de temps aprés sa mise au point.”” Des
contaminations microbiologiques ont été rapportées en cours de conservation®'"" et de
2 103-106

déturgescence’® en organoculture mais également lors de la conservation hypothermique.
Cependant, I'énorme avantage de I’ organoculture par rapport a la conservation hypothermique est
de permettre de réaliser des tests microbiologiques pendant la conservation afin d’éliminer les
greffons contaminés ou potentiellement contaminant avant greffe.*® '® Cette sélection est efficace
comme en témoignent les taux de positivité des cultures réalisées sur les résidus opératoires qui
retrouvent 12-39%'%"""2 de positifs aprés conservation & +4°C contre 0.5-5% aprés organoculture.®
102,113, 14 "ytilisation de méthodes microbiologiques modernes et rapides (flacons a hémoculture

placés en automate) permet de réduire sans risque la période de quarantaine microbiologique.'® '*

116
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En conclusion, 'organoculture permet une évaluation fonctionnelle de la cornée permettant d’utiliser
des cornées validées de donneurs, y compris « limites » tels que les donneurs de grand age,
septicémiques, ou prélevés dans des délais post-mortem élevés. C’est pourquoi I'organoculture est

une méthode de référence pour le stockage cornéen en Europe et Australie.

4.1.4. Cryoconservation
Eastcott et al. ont rapporté en 1954 le premier succés d’une greffe de cornée réalisée a partir

d’'une cornée congelée en alcool et carboglace aprés prétraitement dans une solution contenant 15%
de glycérol.""” Les paramétres de congélation pour une utilisation en routine ont été décrit par
Mueller'"® et Kaufman.""® La cryoconservation sans limite de temps permet d’éviter la destruction de
cornées périmées faute de receveur, d’améliorer la disponibilit¢ des greffons pour les situations
d'urgence et permet les transports trés longues distances. Plusieurs techniques ont été décrites :
vitrification'®® et congélation en présence de différents cryoprotecteurs (DMSO'#""'2% dextran'® et

126, 127
rt

CS'?). Bien que des succés aient éte réguliérement rapportés a cou et long terme (jusqu’a 16

128, 129

ans), cette méthode ne s’est jamais généralisée a cause de la perte cellulaire endothéliale

0

excessive quelle provoque au cours de la congélation™ et de la décongélation'™', des Iésions

latentes qui font surestimer le nombre de cellules viables aprés décongélation'? et augmentent le

risque d’échecs primaires de greffe'®

et des difficultés dans la manipulation du tissu congelé
cassant. L’infrastructure nécessaire (congélateurs de haute sécurité et trés basse température) est

un obstacle supplémentaire.

4.2. Modifications cornéennes post mortem et durant la conservation.

4.2.1. Epithélium

La qualité de I'épithélium du greffon peut étre influencée par de trés nombreux parameétres :
état de santé général du donneur au moment du déces, utilisation de certains traitements
médicamenteux, pathologies générales ou oculaires a retentissement épithélial, chirurgie oculaire,
port de lentilles de contact, cause du déces, température de conservation du corps et position des
paupiéres aprés le décés. Une mauvaise qualité épithéliale en fin de chirurgie retarde la
cicatrisation.™ Sur des yeux de cadavre conservés a +4°C, I'épithélium reste intact durant les 2
premiers jours. La desquamation progressive des couches les plus superficielles débute par le centre
et progresse vers la périphérie entre le 2 et le 5°™ jour et conduit & la mise & nu de la membrane
basale entre 5 et 7 jours (Fig. 3)."* Les cornées conservées & +4°C en Optisol-GS gardent un
épithélium intact jusqu’a J6, puis le perdent progressivement entre 6 et 10 jours pour atteindre des
lésions étendues aprés J10."* En organoculture, le milieu préserve lintégrité des jonctions
intercellulaire et du cytosquelette d’actine et permet la survie épithéliale jusqu’a 2-3 semaines.”® 13¢13?
La desquamation des couches épithéliales superficielles est progressive au cours de

I'organoculture.™” 1%
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4.2.2. Stroma

Le gonflement stromal survient en post-mortem dans les premiéres 24 heures.'*

Il est réduit
au cours de la conservation a +4°C car les milieux contiennent une macromolécule aux propriétés
osmotiques/hydrophiles, comme le dextran dans le cas du Dexsol et de I'Optisol-GS. Une
accumulation de dextran dans la cornée a été observée, dépendante de la durée de conservation et
de l'intégrité endothéliale.’*' Cependant, la concentration de dextran s’équilibre entre le milieu M-K et
la cornée. Aprés greffe toute trace de dextran disparait en 12 heures.’? En organoculture une
diminution de la densité en kératocytes de 18% est observée dans la premiére période suivant le
décés du donneur. Aucune perte cellulaire supplémentaire n’est mesurée durant les 3 semaines
suivantes.” La morphologie des kératocytes est préservée dans le stroma antérieur, alors que dans
le stroma postérieur, des cellules élargies et irrégulieres avec des noyaux encochés et de multiples
vacuoles sont observées.* Des modifications des fibres de collagéne surviennent, comprenant une
diminution significative de leur nombre, perturbation de I'arrangement ordonné, augmentation de
I'espace inter-fibre sans modification de leur diameétre.** Le gonflement stromal est plus important
chez les donneurs trés jeunes, il augmente également avec la durée de conservation dans un milieu
sans agent osmotique. Il est réversible en fin de conservation.> Pels rapporte une épaisseur
maximale des cornées conservées en organoculture durant 3 semaines entre 900 et 1000pm avec
une suspicion de dysfonctionnement endothélial en cas d’épaisseur supérieure 8 1000 um."® Pour
d’autres auteurs et dans notre expérience, I'épaisseur maximale se situe plutdt entre 900 et 1200um
quel que soit le statut endothélial de la cornée. Il a été suggéré que le grattage de I'épithélium

dénaturé altére le stroma sous-jacent.’*

4.2.3. Endothélium
La fonction de barriere endothéliale disparait en 3 jours au cours de la conservation en

chambre humide. Les Iésions endothéliales débutent aprés 48 heures de conservation et la perte
cellulaire est massive a 5 jours.™® ' McCarey et al. ne retrouvaient pas de différence significative en
terme de succés de greffe entre conservation du globe en chambre humide (24-48 heures) et
conservation des cornées en milieu M-K (jusqu’a 2-4 jours).> " Le réchauffement du globe &
température ambiante réduit la viabilité endothéliale cornéenne de facon importante. Cette

surmortalité peut étre évitée en transférant la cornée en milieu M-K qui maintient la viabilité cellulaire
endothéliale jusqu’a 9 jours.'® %

Les cornées conservées en milieu M-K ont une DCE supérieure a celles des globes

conservés en chambre humide ou a celles des cornées cryoconservées."® Pour une utilisation

clinique de routine, il avait été montré que la viabilité et I'intégrité des structures endothéliales étaient

1 151 152, 1
K 50, 15 | 52, 153

maintenues pendant 3-4 jours en milieu M- et jusqu’a 10 jours en milieu K-So avec un

perte cellulaire maximale (environ 30%) aprés 2 jours en M-K et 10 jours en K-Sol.”™ L’Optisol

155, 156

préserve la morphologie cellulaire et I'épaisseur cornéenne pendant 2 semaines en partie parce
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que les jonctions intercellulaires et la fonction de barriére sont conservées.'*® La perte cellulaire
endothéliale était de 0,57% + 0,30% par jour de conservation avec en moyenne une perte de 9,5-
16% pour des conservations allant de 4 & 21 jours en Optisol-GS."*’

Deux études permettent d’estimer la perte cellulaire au cours de 'organoculture prolongée :
elle est de 8-9% aprés 7-10 jours, 12% a 3 semaines, 18% a 4 semaines et atteint 30% a 5-6
semaines.®’ ¥ La perte cellulaire est corrélée négativement avec la DCE en fin de conservation et la
mortalité prédomine dans les plis endothéliaux.'® Histologiquement, les modifications présentées par
I'endothélium comprennent la présence de figures de rosette, une augmentation du pleomorphisme
et de polymégathisme, une augmentation de I'excentricité des noyaux et I'apparition d’'un certain
nombre de cellules multinucléees. Elles paraissent résulter de I'élongation et I'élargisssement des
cellules pour couvrir les zones de Descemet dénudées.” ' Les modifications ultrastructurales,
réversibles, concernent la présence de nombreuses vacuoles, un gonflement des mitochondries et
une augmentation globale de I'épaisseur des cellules.™ L’analyse des paramétres morphométriques
des cellules endothéliales montre une augmentation du coefficient de variation de surface cellulaire
(CV) mais sans modification de I'hexagonalité.” La présence d’excroissances de la Descemet
(guttae) a été notée, dans une série, dans 25% des cornées (n=168) et était significativement
associée a une DCE plus basse qu’en absence de guttae.®’

Halberstadt a rapporté une perte cellulaire endothéliale de 27-38% au cours d’une
cryoconservation en présence de Dextran, mais une préservation de lintégrité épithéliale et
stromale.’® %2 Les modifications endothéliales se traduisent par la présence de grandes cellules
multinucléees, une augmentation du polymorphisme et la desquamation de certaines cellules par
rupture des structures d’adhésion et altérations du cytosquelette.’?" > 1% | es parameétres physiques
de la congélation et de la décongélation, ainsi que la concentration et le type de cryoprotecteur
agissent sur la viabilit¢ cellulaire endothéliale.’®® Pour mettre en évidence I'étendue des lésions
latentes post-congélation/décongélation, la cornée doit étre placée au minimum 24 heures en
organoculture avant utilisation, ce qui complexifie et limite I'utilisation courante de cette technique.'®
31 Les deux études incluant un suivi & long terme de patients ayant recus d’'un coté un greffon
cryoconserve et de I'autre un greffon non cryoconservé sont discordantes puisque I'une ne rapporte
aucune différence en terme de survie et de morphologie cellulaire’® alors que I'autre rapporte une

plus grande incidence d’échecs primaires de greffe et de basses DCE.'*

4.2.4. CEdéme cornéen induit par la conservation®®

La transparence cornéenne est due au parfait ordonnancement des fibrilles de collagénes
constituant les 300 lamelles superposées dans le stroma cornéen. Cet arrangement reste parfait
seulement si I'hydratation est précisément controlée (3,04 mg d’eau/mg de tissu sec pour le stroma
antérieur et 3,85 pour le stroma postérieur). Il existe une relation linéaire entre épaisseur et
hydratation (Hydratation en mg d’eau/mg de tissu sec = 8xépaisseur en mm-0,7). Les charges

négatives des protéoglycannes branchés sur les fibrilles de collagénes leur conférent une hydrophylie
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responsable d’une pression dite de gonflement (PG) du stroma d’environ 55 mmHg : spontanément
l'eau s’accumule dans le stroma. Plus I'hydratation augmente plus la PG diminue (relation
exponentielle), expliquant que I'cedéeme s’auto-limite lorsque la PG s’annule. La pression intra
oculaire (PIO) joue un rdole considérable en luttant contre cette pression de gonflement
lorsque I’endothélium est intact. La pression d’imbibition (PI) est la différence PIO-PG. Lorsque la
PIO est normale (env 15 mmHg), Pl est négative (-40 mmHg) et correspond a l'aspiration qu’il faut
exercer a l'intérieur du stroma pour empécher toute modification de I'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 trés précisément cette « aspiration » considérable. De l'autre
coté de la cornée, la barriére épithéliale empéche I'imbibition du stroma a partir des larmes (Fig. 4).

Dés le prélévement post-mortem puis de lors la conservation, la PIO devient nulle par
définition et 'endothélium cornéen moins fonctionnel. La PG s’exerce donc seule, 'cedéme apparait
rapidement et est responsable du doublement de I'épaisseur de la cornée qui passe de 520 a 1000
um et plus. Cet cedéme est responsable de linstallation d’un cercle vicieux: I'cedéme
provoque un plissement endothélial majeur ou les cellules endothéliales meurent de fagon
accélérée, altérant un peu plus la fonction de pompe endothéliale.

Lors de la conservation, il est donc indispensable d’ajouter au milieu de conservation une
macromolécule capable, en augmentant 'osmolarité ou la pression oncotique du milieu, de provoquer
un mouvement d’eau depuis la cornée vers le milieu. Lors de la conservation a trés court terme
+4°C (USA, 2-5 jours), la cornée est transparente tout au long du process car le milieu contient de la
chondroitine sulfate. Lors de I’organoculture a 31°C (Europe, 2-5 semaines), en raison de sa
toxicité, la déturgescence est réalisée uniquement dans les 48-72 derniéres heures par 'ajout de

Dextran T500 hyperosmolaire.
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Organoculture : V4
-épithélium lésé v
-PIO nulle

-endothélium non/peu fonctionnel

88 = 0-55
= Oedéme rapide et maximum

Figure 4. Représentation schématique de la régulation de I'hydratation cornéenne. La pression d'imbibition (PI)
de -40mmHg dans les conditions physiologique attire considérablement I'eau & lintérieur du stroma. Elle
correspond la pression qu’il faut exercer sur le piston d’'une seringue planté dans le stroma pour garder I'état
d’équilibre. La pression intraoculaire (PIO=15 a 20 mmHg) exerce sur le stroma une force permettant de limiter
'cedéme en luttant contre la pression de gonflement (PG=55mmHg) provoquée par les protéoglycannes de la

matrice extra cellulaire. (EA2521, BiiGC, Nicolas Naigeon)
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CHAPITRE 2 : ENDOTHELIUM ET SON EVALUATION

1. Evaluation endothéliale en microscopie spéculaire

La microscopie spéculaire (MS) est réalisée uniquement lors de la conservation cornéenne a
4°C, en pratique en Optisol-GS, sur des cornées qui conservent un endothélium peut plissé en raison
de la présence de macromolécules qui limitent 'cedéme stromal, a la différence de I'organoculture au
cours de laquelle le gonflement est trés rapide et empéche la formation d'image spéculaire

interprétable.

1.1. Principes et appareillages disponibles

Bien que l'observation de I'endothélium cornéen dans la zone de réflexion spéculaire qui
renvoie une faible quantité de la lumiere (0,02% de la lumiére transmise a travers la cornée) au
niveau de linterface endothélium / humeur aqueuse ait été décrite auparavant, c’est David Maurice
qui a posé les fondements de la microscopie spéculaire (MS) moderne. Il a été le premier a se servir
du méme objectif pour illuminer et observer I'endothélium pour réduire la distance de travail et
obtenir une image a fort grossissement (x500)." La lumiére est réfléchie par linterface entre
endothélium et humeur aqueuse ou le changement d’index réfractif est maximal. A ce niveau les
irrégularités de surface en creux ou en relief (jonction inter-cellulaire, surélévationel nucléaire, guttae,
qui ne sont pas dans le plan endothélial) ne reflétent pas la lumiére avec le méme angle et
apparaissent sombres."®” 1%

Les premiéres applications cliniques de la microscopie spéculaire ont été décrites par Laing
et al.™ "% 70 | es premiers dispositifs utilisaient une fente de lumiére qui limitait la surface
d’endothélium observable. L'utilisation d’'un miroir oscillant a permis de balayer une surface plus
grande (0,9mm?) et est & la base des microscopes spéculaires grand champ."”" "2 Deux types de
MS existent : les MS contact posseédent une lentille a aplanation qui touche I'apex de la cornée du
patient et élimine la réflexion de la lumiére sur la surface cornéenne™ et les microscopie spéculaire
non contact qui focalisent directement dans la zone de reflet spéculaire a coté du reflet de
surface.”” Les MS contact sont faciles & utiliser, possédent un grossissement plus élevé que les non
contact, une meilleure résolution et un plus grand champ d’analyse. Elles présentent cependant tous
les inconvénients du contact direct avec la cornée du malade. Les MS non contact nécessitent un
apprentissage pour focaliser dans la bonne zone mais des automatisations existent. Leur acceptation
par le patient est excellente et les risques sanitaires nuls.’* La fiabilité¢ des deux types de MS est
bonne et ils sont interchangeables.” '"® Leur couplage a des systémes de capture d'image,’””""® le
développement d’autofocus et d’auto alignement' '®' et les stratégies d’analyse d’image numérique
ont permis d’obtenir des images de grande qualité ainsi qu'une analyse quantitative rapide et

fiable 180-184
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1.2. Utilisation clinique de routine

Le but de l'analyse spéculaire de I'endothélium est de fournir une image assortie de
paramétres quantitatifs de DCE et de morphométrie cellulaire. Une analyse compléte comporte
I'évaluation de la conformation cellulaire, des bordures et de leurs intersections, des spots noirs et de
la présence de structures acellulaires.”® L’élimination des artefacts optiques est un élément
important de l'analyse. La microscopie spéculaire est utilisée in vivo pour l'aide au diagnostic

186-188

étiologique de certaines pathologies cornéennes et I'évaluation endothéliale des porteurs de

lentilles de contact,'®® des pathologies du segment antérieur comme les uvéites'® et les

glaucomes. ™’

Une évaluation endothéliale est essentiellement pour tous les cas d’endothélium
pathologique avant de décider de la réalisation d’'une chirurgie de la cataracte afin de prévoir le
risque de décompensation post-opératoire. La microscopie spéculaire a également été utilisée dans
certaines pathologies systémiques comme le diabéte.'® Elle est utilisée enfin en routine pour le suivi

post-opératoire des greffes de cornée transfixiantes'*'%’

et dans les suites de chirurgie, en particulier
réfractive, susceptibles d’altérer 'endothélium.”® '*° Elle est bien sir indispensable en recherche
clinique pour I'évaluation de la bonne tolérance de nouveaux procédés ou matériaux chirurgicaux ou
médicaux.?’® ?°" Bien qu’elle ait été¢ développée pour I'analyse endothéliale, la microscopie spéculaire
peut également permettre I'observation de I'épithélium, du stroma et méme du cristallin, moyennant

quelques modifications.?%?

1.3. Utilisation pour I’évaluation des greffons cornéens

La microscopie spéculaire est une méthode non invasive d’évaluation des greffons qui
permet, par observation endothéliale directe, de déterminer ses paramétres morphométriques. Son
utilisation date de 1970°*® et de nombreuses modifications dans la forme des supports spécifiques et
des chambres d’observation ont été décrites pour adapter la MS a 'analyse de routine des greffons

204-211

ex vivo. La microscopie spéculaire est également utilisée en recherche pour évaluer les

nouvelles méthodes et les nouveaux milieux de conservation.'® 1°% 212

Aux Etats-Unis et dans les pays utilisant la conservation hypothermique a court terme, la MS
est la méthode référence pour évaluer la qualité endothéliale. Sa généralisation a permis d’imposer et
d’uniformiser des régles strictes pour la délivrance des greffons dans toutes les banques (Tableau
1).'2 213 Williams et al. ont rapporté, sur une série de 334 cornées qui avaient passé la premiére
barriere de sélection par examen a la lampe a fente, I'exclusion supplémentaire de 3% des greffons
qui avaient moins de 1500 cellules/mm? en spéculaire.?' L'utilisation en routine de la microscopie
spéculaire a permis de réduire I'élimination des greffons de donneurs de plus de 70 ans qui étaient
auparavant systématiquement et arbitrairement détruits pour suspicion de DCE trop basse.?’> ?'"° La
connaissance de la DCE en MS a permis d’augmenter le pool de cornées greffables et a facilité les

échanges inter-banques_zw'z”’ 218
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Technique de microscopie spéculaire dans les banques de cornées

La n - spéculaire peut étre réalisée en utilisant un objectif contact sur le globe
énucléé et conservé en chambre humide, avant I'excision corneosclérale, habituellement dans les 6-8
heures aprés le décés. Des analyses ont pu étre possibles jusqu’a 19 heures aprés le décés.?*® 2%
La technique contact permet l'utilisation d’un objectif ayant une ouverture numérique élevée (ON) qui
donne une image de haute résolution. Cependant, cette technique contact est anecdotique et la MS
essentiellement réalisée en non-contact (objectif de plus basse ON) sur les cornées isolées du globe,
immergées dans le milieu de conservation et maintenues dans une chambre d’observation (Fig. 5).
L’'observation est réalisée au début de la conservation au moment ou la cornée est la plus
transparente.?®* " Des modéles récents de MS utilisent des objectifs ayant une ON plus élevée que
les premiers appareils et sont capables de visualiser les cellules de cornées placées dans des
flacons moins élaborés que des chambres d’observation. La conservation a +4°C inactive la pompe
endothéliale, favorise donc le gonflement stromal et la diminution de la transparence malgré la
présence des molécules de déturgescence (Dextran, CS) dans le milieu qui limite ces phénoménes.
La cornée est réchauffée a température ambiante avant 'observation pendant 45 minutes a 2 heures
selon ['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.?'® La visualisation des cellules et la mise au
point sur les bordures des cellules endothéliales (Fig. 6) nécessitent un technicien expérimenté. Lors
de la Cornea Donor Study (CDS) organisée aux USA entre 2001 et 2002, une Reading Centre des
images spéculaires de 53 banques de cornée a permis d’établir 4 catégories de qualité d'images de
microcopie spéculaire (Fig. 7)

La MS sur les cornées de donneurs peut détecter les mémes anomalies que in vivo (voir plus
loin). Certaines anomalies concernant plus spécifiquement la conservation ont été rapportées : des
bactéries témoignant d’'une contamination du milieu peuvent étre visible sous forme de petits objets
brillants parfois mobiles. Elles ne doivent pas étre confondues avec des cellules non cornéennes
(présumées inflammatoires, témoignant d’une uvéite antérieure pré-existante chez le donneur)
également brillantes et parfois également animées de mouvements lents mais beaucoup plus

grosses. Ces anomalies doivent de toute fagon conduire a I'élimination du greffon.
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Figure 5. Exemples de microscopes spéculaires dédiés aux banques de cornées. A) Appareil
nécessitant une chamber d’observation. L’inclinaison de la chambre permet I'observation du centre et de
la périphérie de la cornée. B) Appareil compatible avec I'observation directement au travers d’un flacon.
I comporte une platine XYZ, un pachymeétre et un systéme d’analyse dimage. C) Chambre
d’observation en polyméthylméthacrylate. Courtesy: Bio-optics Inc., Konan Inc., Long Island Eye Bank USA

Figure 6. Microscopie spéculaire (50x) d’'une cornée conservée a +4°C (A) ; observation a +4°C
(100x) (B) ; méme cornée aprés réchauffement a +25°C (C). Courtesy : Bio-optics Inc.USA
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Figure 7. Exemples représentatifs des 4 classes de qualité d'image de microscopie spéculaire utilisé dans le
Reading center de la Cornea Donor Study organisée en 2001 aux USA #%°.

2. Evaluation endothéliale en microscopie optique

L’analyse endothéliale en MS des greffons cornéens nécessite d’obtenir un bon reflet
spéculaire et requiert donc une bonne transparence cornéenne puisque son principe repose sur la
traversée du stroma cornéen par le faisceau de lumiére.?®® Son utilisation sur des cornées immergées
dans un liquide de conservation nécessite le plus souvent l'utilisation de chambres d’observation
spécifiques et des objectifs modifiés.?®* En OC, la MS n’est pas réalisable en raison de la diminution
de transparence provoquée par le gonflement stromal.” De plus le petit volume des chambres
d’observation ne correspond pas aux volumes (100mL en général) utilisés pour la conservation a
long terme. En Europe et dans les autres pays utilisant 'OC, 'évaluation endothéliale est pratiquée

par observation sous microscope optique (MO).* **'

Une premiére évaluation est en général
effectuée a réception de la cornée dans les premiers jours de conservation puis a nouveau 2-3 jours

avant greffe, avant I'étape de déturgescence.

2.1. Préparation osmotique et coloration des cellules mortes au bleu trypan

Les cellules endothéliales ne sont pas spontanément visibles sous MO. Il est nécessaire de
les incuber brievement (de 1 a 4 minutes) en présence de NaCl 0,9% ou de sucrose (saccharose)
hypotonique a 1,8% qui dilate les espaces inter-cellulaires et permet ainsi d’augmenter le contraste
autour des cellules en observation en fond clair ou en contraste de phase (Figure 15).?? Cette
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préparation osmotique est réversible et I'expérience clinique suggére qu’elle n"'endommageait pas les
cellules de facon significative. Elle demeure indispensable a I'obtention d'images de bonne qualité
pour déterminer DCE et morphométrie.?*

Au cours de I'évaluation des greffons, la préparation osmotique de I'endothélium est trés
fréquemment couplée avec une coloration vitale au bleu trypan (solution a 0,3% pendant 1 minute en
France) pour détecter les cellules mortes ou mourantes (Fig. 8).?** Ce colorant entre passivement
dans toutes les cellules mais est exclu activement par les cellules vivantes. Les cellules perméables
(mortes ou proches de cet état) sont incapables d’exclure le colorant qui s’accumule dans le noyau
qui apparait bleu. Cependant l'observation peut étre difficile si la coloration est pale et la
reproductibilité de la technique est mise en doute fréquemment. Elle 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 a la fin de la conservation n’est pas corrélé avec la perte

cellulaire en cours d’organoculture?®®

et certaines cellules non viables mais ayant encore une
membrane intacte (cellules apoptotiques par exemple) restent négatives en bleu trypan.'® 2% Une
étude a récemment suggéré une toxicité endothéliale du bleu trypan 0,1% aprés 5 minutes

d’incubation.??®

Il n’existe cependant aucun autre colorant de substitution. Les colorations par rouge
Alizarine,?*” fluorescéine diacetate®® et technique TUNEL'®® utilisées pour estimer la mort cellulaire
sont toutes destructives. Pour certaines banques, une mortalité au bleu trypan supérieure a 2% est
un critére d’exclusion.’®’ 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.

Figure 8. Exemple d'image de I'endothélium d’'une cornée conservée en organoculture et observée en
microscopie optique a fond clair apres dilatation des espaces inter-cellulaires par NaCl 0,9% pendant 4 minutes
(a gauche) Observation aprés coloration au bleu trypan (a droite). Quelques cellules mortes a noyau bleu sont
visibles. L'imprégnation du stroma sous jacent fait également suspecter une perméabilité endothéliale accrue
au niveau de ce pli ou les cellules endothéliales ont probablement desquamé.
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2.2. Analyse endothéliale

La mesure de la DCE est le point le plus crucial de I'évaluation de la qualité du greffon. Elle
peut étre effectuée de deux fagons: manuellement ou informatiquement. En France et dans la
plupart des banques de cornées européennes, I'évaluation endothéliale est encore majoritairement
réalisée a la main."® ?*' Un audit des 22 banques de cornées en fonctionnement en France en 2002
a fourni un panorama exhaustif sur les méthodes de comptage des banques accréditées par I'ex
AFSSAPS.??®

2.2.1. Détermination de la DCE et de la morphométrie par comptage manuel

2.2.1.1. Comptage en temps réel directement a travers le microscope
L’endothélium préparé est observé en MO équipé d’un oculaire qui contient un réticule calibré.

Le comptage est effectué par le technicien selon la méthode du cadre fixe a travers le réticule. Cette
méthode dérive des comptages des éléments figurés du sang dans un hémocytométre de Thoma ou
de Mallassez.?*® Les objectifs utilisés sont habituellement des x10 longue ou trés longue distance de
travail (objectifs de métallographie), exceptionnellement des x2,5 pour une visualisation globale de la
cornée et x20 pour I'observation de certains détails. Le réticule placé dans I'un des oculaires est en
geénéral un carré de 10mm de cété divisé en 100 carrés de Tmm de cété (Fig. 9). Dans chaque carré
de 1mm? de taille réelle se projette une image agrandie 10 fois de I'endothélium et le comptage est
genéralement effectué sur 5 a 10 carrés non adjacents dans les zones ou les cellules sont les mieux
visibles. La surface d’endothélium réellement comptée dans chaque petit carré du réticule est donc
[(0.1x0.1) mm2 x10] i.e. 0.1mm? pour un objectif x10 et un microscope ne contenant pas d’autre
lentille. Une calibration de 'ensemble de la chaine optique est de toute facon indispensable. Elle est
réalisée en utilisant un micromeétre gradué (Fig. 9) et permet pour chaque systéme de chaque
banque de déterminer un éventuel facteur de grandissement différent de la simple indication portée

par l'objectif.
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Figure 9. lllustration concréte de la calibration d’'un microscope équipé d’'un objectif x10 mais comportant
d’autres lentilles dans son tube optique. Le réticule de 100mmP? de surface réelle (A) est placé dans le plan
focal de l'oculaire. Le micrométre gradué étalon de 1mm est placé sous l'objectif a la place de la cornée
(fleche). Son image est projetée sur le réticule et sert a établir la correspondance entre les 2. (B). Si le
grandissement était réellement de x10 I'image du micrométre de 1mm devrait mesurer 10mm et coincider avec
le bord du réticule. Dans cet exemple, 'image du micrométre ne fait que 0,8mm au lieu des 10 attendus Le
grandissement du microscope n’est donc pas de x10 mais de x0,8. Une surface endothéliale réelle de 1mm?
serait projetée dans une aire de 8x8 =64mm? et non de 100mm?2. En conséquence, le facteur de correction a

appliquer au comptage réalisé dans le réticule est de x64/100 pour obtenir la DCE en cellules/mm?2. Courtesy: BMJ
Publishing Group.

L’utilisation d’un réticule implique un comptage selon la méthode en zone ou en L. En cas de

20 alors

mosaique uniforme et de DCE élevée, cette stratégie de comptage est relativement fiable
qu’elle devient approximative en cas de mosaique hétérogéne et nécessite alors de compter dans
plusieurs zones distinctes pour minimiser les erreurs. La méthode des bords manque de fiabilité,
spécialement en cas mosaique hétérogéne et surestime la DCE. Elle n’est que rarement choisie en
France.

Quelle que soit la stratégie utilisée, la méthode du cadre fixe n’est qu’'une approximation de la DCE
réelle et comporte des erreurs intrinséques principalement liées a la prise en compte partielle des
cellules coupées par les bords du cadre.??® Le facteur humain est également source derreurs
puisque le technicien décide en direct s’il inclut ou non dans son comptage telle cellule au contact
des bords. Il est enfin susceptible d’oublier des cellules (et donc de sous-estimer la DCE) surtout si

celles-ci sont nombreuses dans chaque carré de comptage.

2.2.1.2. Comptage en différé sur photo
Une autre méthode répandue en Europe consiste a appliquer la méthode du cadre fixe sur

une photographie de I'endothélium en pointant au stylo les cellules (Fig. 10). Ses avantages sont

'absence de possibilité d’oubli de cellules, la possibilité d’utiliser un plus grand cadre pour minimiser
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les erreurs liées a la prise en compte en excés ou par défaut de quelques cellules sur les bords et |la

possibilité d’archiver et de vérifier a postériori le comptage.

Figure 10. Exemple de comptage a partir d’'une photographie. Le pointage est effectué au stylo rouge dans un
cadre étalonné de surface prédéterminée (Courtesy: Dr L Pels, Banque de cornée d’Amsterdam, Hollande)

2.2.1.3. Evaluation de la morphométrie par les méthodes manuelles
Les deux méthodes manuelles ne permettent qu'une évaluation qualitative subjective de la

morphométrie comme le pléomorphisme et le polymégéthisme. Certaines banques utilisent des
scores a 2 (uniforme ou non) ou a 3 niveaux (mineur, modére, important). Dans notre banque de
cornées, avant linstallation d’un analyseur d’'images, plusieurs paramétres étaient ainsi gradés
subjectivement : anisocytose, pléomorphisme, plissement endothélial, formation de figures de

rosettes endothéliales.

2.2.1.4. Inconvénients des méthodes manuelles
Il s’agit de méthodes peu robustes et sensibles aux accumulations d’erreurs liées aux

instruments et a l'intervention humaine. Un manque ou une erreur dans la calibration du microscope
peut causer de graves sur- ou sous-estimation de la DCE."®* '® Le réticule lui-méme peut étre source
d’erreur puisqu’une épaisseur du trait de gravage de 2 ym réduit la surface de comptage de 4% ce
qui correspond & une sous estimation de la DCE de 4% en observation & I'objectif x10.%*® De plus, la
méthode du cadre fixe elle-méme et le choix de la stratégie de comptage (zone ou bords) peut
conduire a de considérables variations inter-observateur (voir plus loin) encore accrues en cas
d’endothélium hétérogéne. Thuret et al. ont observé une surestimation de la DCE dans les banques
ayant une erreur de calibration du microscope et dans celles utilisant la méthode des bords.??
D’autres facteurs témoignant de 'absence de standardisation des pratiques de comptage contribuent
a générer des différences entre banques : i) différentes tailles d’échantillonnage ii) analyse au centre
ou plus en périphérie de la cornée, iii) différences dans le nombre de zones du réticules comptées.

A cbté des problémes méthodologiques, le facteur humain est également source de variation
quelle que soit 'expérience. Le comptage manuel réalisé en temps réel doit étre rapide pour limiter
I'exposition du greffon hors de son milieu nutritif. Thuret et al. ont observé que plus la DCE est élevée

plus le technicien a tendance & oublier de compter des cellules.?® La décision d’inclure ou non les
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cellules touchant a peine les bords du réticule doit également étre rapide et est trés subjective. Les
difficultés sont accrues en cas de mauvaise image peu contrastée ou de dilatation non uniforme des
espaces inter-cellulaires lors de la préparation osmotique. De plus, I'endothélium n’est jamais plan a
cause de la courbure naturelle de la cornée et des plis induits par le gonflement stromal. L'image de
'endothélium n’est jamais parfaitement focalisée sur tout le champ microscopique. L’absence

d’archivage de I'image et de I'analyse pose également probléme aux banques de cornées.

2.2.2. Méthodes de comptage assistées par ordinateur
Ces méthodes ont été développées d’'une part pour réduire les erreurs inhérentes aux

stratégies manuelles et aux facteurs humains dans la détermination de la DCE et d’autre part pour
quantifier la morphométrie cellulaire. La préparation de I'endothélium est inchangée et une bonne
visualisation des cellules reste indispensable. Les images de MO de I'endothélium (fond clair ou

contraste de phase) sont acquises et numérisées avant d’étre analysées par différents algorithmes.

2.2.2.1. Principes des algorithmes d’analyse d’image

Les analyseurs utilisés pour I'évaluation des cornées conservées en OC reposent sur les
mémes principes qu’en microscopie spéculaire. La plupart des analyseurs décrits utilisent I'extraction
des contours des cellules par des méthodes de segmentation (méthodes dites des contours).?*'#**
D’autres utilisent également une méthode des centres qui aboutit peut fonctionner selon 2 principes
différents : 1) pointage des cellules dans une zone d’intérét de surface connue et simple
dénombrement automatique des points pour en déduire la DCE. Cette méthode est I'application
informatisée de la méthode du cadre fixe. Elle présente les méme inconvénients ; 2) pointage des
centres suivi par la reconstruction de bordures cellulaires théoriques selon différents algorithmes
décrits précédemment. L'analyseur Sambacornea® développé dans notre laboratoire comporte ces 2
fonctionalités (contours et centre). En 2005, un analyseur utilisant la transformé de Fourier a été

décrit par Ruggeri et al. et commercialisé par Nidek?*®

2.2.2.2. Types d’analyseur
Les analyseurs d’images de MO d’endothélium ont été introduits dans les banques de

cornées dans les années 1980 d’abord en recherche puis en routine. Il existe 3 approches de
comptages différentes : manuelle, semi-automatique et totalement automatique, de fagon similaire a

ce que nous avons décrit pour le microscopie spéculaire.”'*%

Analyse manuelle assistée par ordinateur
Delbosc et al.®®' ont été les premiers & introduire un prototype d’analyse d’images

endothéliales en France pour la quantification de la morphométrie en utilisant une méthode de

segmentation manuelle. Les images étaient capturées aprés coloration au bleu trypan et rouge
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alizarine®®® et la numérisation des contours d’environ 50 cellules faite & la main sur 5 images. Le
logiciel calculait la surface, le périmétre et I'’histogramme de répartition des aires des cellules, le CV
et un facteur forme. Cette méthode restait soumise au risque d’erreurs humaines et n’était pas

applicable en routine dans les banques de cornées.

Analyse semi-automatique
Le premier analyseur adapté a 'OC pour I'évaluation de la DCE et de la morphométrie a été

mis au point par Barisani-Asenbauer.?*? Des images de microscopie en contraste de phase étaient
numeérisées et binarisées de fagcon a apparaitre sous forme de cellules noires délimitées par des
bordures blanches. L’image native et le calque binaire étaient superposés pour permettre
d’éventuelles corrections des bordures mal reconnues ou absentes. L'analyse d’'image fournissait
avec un minimum d’intervention humaine la DCE, I'aire moyenne des cellules, le périmétre, le CV et
le facteur forme. Cette technique permettait I'analyse d’'un plus grand échantillon de cellules (en
moyenne 250, de 95 a 395) qu'en comptage manuel en cadre fixe sur les méme images (en
moyenne 54 cellules comptées, de 37 a 70) Cette méthode semi-automatique donnait des DCE
supérieures a celles obtenues par comptage manuel et n’était pas influencées par le nombre de
cellules prises en compte.

La démocratisation, la baisse des colts et les progrés techniques des dispositifs d’acquisition
d'images numériques a permis le développement et la commercialisation de plusieurs solutions
d’analyse endothéliale en Europe : i) analyseur Sambacornea,?*’
Analysis Tool®® et i) systéme NAVIS-Endo.?*®

L’analyseur Sambacornea (Sambatechnologies, Meylan France) (Fig. 11) est la version

ii) analyseur ‘Rhine-Tec Endothelial

commerciale d’un prototype développé dans notre laboratoire.?®” L’analyse est effectuée sur trois
images grand champ (1000 x 750um) indépendantes choisies par le technicien et peut prendre en
compte plusieurs centaines de cellules. L’analyse de routine est effectuée facilement sur un minimum
de 300 cellules. Pour pallier aux inconvénients de la méthode en cadre fixe, I'analyse utilise la
méthode en cadre variable. Le technicien délimite a la souris les zones d’intérét en évitant les zones
de cellules mal visibles et les plis endothéliaux. Il peut volontairement choisir d’analyser une zone qui
présenterait un intérét particulier. Le traitement de 'image permet d’extraire les contours cellulaires
par une technique de squelettisation des cellules apparentées a une méthode du partage des eaux.
Les squelettes des cellules sont superposés a l'image native pour faciliter le contrdle par le
technicien. Des aides a la détection des cellules probablement mal tracées (trop petites, trop
grandes, trop allongées) sont actives. Des outils de retouche manuelle des cellules incorrectement
reconnues sont disponibles afin d’augmenter la fiabilité de I'analyse. Les données et les photos sont
archivées dans un fichier et exportables dans un tableur. Pour les images de mauvaise qualité il est
possible de pointer manuellement les centres des cellules pour obtenir une reconstruction de

contours hypothétiques des cellules.
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Result of the analyze of the cornea 039CF
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EA3063 'Cell adherence and survival, Faculty of medicine, St-Etenne

ADMINISTRATIVE

Reference of the comea : 039CF
Sampling date : 03/04/2006

Examination dage | 2204/06(19days pass)
Investigator name  Nilanjana Deb
Commentary : None

QUALITY
Quality criterion of the automatic analyze
Image #1: 51%, Image #2: 46%, Image #3: 46%
Cells surface criterion

Total number of analyzed cells : 379
(Img1: 117, Img2: 130, Img3: 132)
Mean size : 528 pm *
Minsmum size ;| 206 uym *
Maximum size : 9% um *
Standard deviation : 119 pm #
Vanation coeflicient ; 22,6 %

Cell density : 1891 Cell/mm *

Cells hexagonality criterion

Number of analyzed cell : 160
(Tmgl: 49, Img2: 59, Img3: 52)
% with 5 neighbours : 25,6 %
% with 6 neighbours : 55 %
% with 7 neighbours - 13,7 %

Figure 11. Analyseur Sambacornea (A) affichage d’'une analyse sur 3 images avec une méthode du cadre
variable (B). Les bordures cellulaires en vert correspondent a des cellules trés probablement correctement
identifiées alors que les contours rouges indiquent des cellules ayant des caractéristiques anormales de
taille ou de forme susceptibles de n’étre pas de véritables cellules mais des contours aberrants
nécessitant une retouche. La détection des contours peut étre faite par deux méthodes. La plus
couramment utilisée est une méthode de segmentation (méthode des bords) (C) la seconde nécessite le
pointage manuel des centres (méthode des centres) (D). Rapport final d’analyse comportant les 3 images
natives, les 3 images analysées et 'ensemble des parameétres de DCE et de morphométrie (E).

Page 35 sur 191



Rhine-Tec Endothelial Analysis Tool (Rhine-Tec, Krefeld, Allemagne) comporte une version
informatisée de la méthode du cadre fixe pour déterminer la DCE. Il permet en plus d’obtenir une
analyse de la morphométrie. Il est utilisé principalement dans certaines banques allemandes (Fig.
12).%* Les images en niveaux de gris de 500 x 400um sont binarisées aprés accentuation des
contrastes et détermination d’'un seuil puis analysées par méthode fuzzy logique qui fournit DCE et
morphométrie. La position et la taille de la région d’intérét parallélépipédique sont choisies par le
technicien. La calibration est vérifiée par rapport a une chambre de comptage cellulaire de Neubauer.
Les zones ou les cellules ne sont pas identifiables sont reconnues par le logiciel qui appelle des

corrections manuelles.

Figure 12. Rhine-Tec Endothelial Analysis Tool et exemple d’affichage du module d’analyse. Les cellules
marquées d’un point vert sont prises en compte dans la determination de la DCE par la méthode du cadre fixe.
Celles marquées en orange ne le sont pas mais servent a la reconnaissance des précédentes. Courtesy:
Rhine-Tec, Germany

Systéme NAVIS- Endo (NidekTechnologies, Tokyo, Japon) permet de mesurer la DCE a
partir de la détection des contours cellulaires sur des images prises avec un objectif x10 ou x20 soit
automatiquement soit manuellement par méthode du cadre fixe ou du cadre variable. Il est possible
de choisir la position et la surface de la région d’intérét et d’effectuer des corrections (Fig. 13).%®

Aucune information sur la morphométrie n’est disponible.
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Figure 13. Interface d’analyse du systéeme NAVIS-Endo utilisant des images de MO en contraste de phase et la
méthode du cadre fixe. Courtesy: NidekTechnologies, Japon

Analyse automatique
Un seul analyseur dispose pour l'instant d’'une analyse totalement automatique sans aucune

intervention humaine. Developpé en collaboration entre I'industriel japonais Nidek et I'université de
Padoue (ltalie) il a été décrit par Ruggeri et al.?*®> Son principe est I'analyse de la fréquence spatiale
contenue dans l'image de la mosaique répétitive de I'endothélium par calcul de la transformée de
Fourier en deux dimensions sur la totalité d’'un champ microscopique a l'objectif x10 (1256um x
940um) (Fig. 14).%*° Ruggeri et al. ont montré une trés bonne corrélation avec les DCE obtenues par
comptage manuel avec la méthode du cadre fixe, avec une différence moyenne de DCE de moins de
1% entre les deux méthodes et un maximum a 16% sur une série de 100 cornées analysées avec les
2 méthodes successivement.”® La sélection d’images de bonne qualité est un pré requis a 'analyse.
Notons que seules des images de trés bonne qualité, prises aprés 24 heures de déturgescence sur
des cornées déja largement déplissées, sont analysées en routine avec ce logiciel. L’analyse de
cornées non déturgées fournissant des images de moins bonne qualité n’est possible que dans
moins de 30% des cas (communication affichée, congrés EVER 2006, Ruggieri et al.). Aucune

donnée morphométrique n’est calculable par cette méthode.
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Figure 14. Endothélium ayant une DCE basse (A) et élevée (B) et leurs représentations graphiques apres
application de la transformée de Fourier en 2 dimensions. La bande circulaire claire (fleche) indique que I'image

contient un motif répétitif de fréquence donné. Le rayon de cet anneau peut étre traduit en DCE. Courtesy: BMJ
Publishing Group

3. Critéres de cession d’une cornée

L’analyse endothéliale détaillée, manuelle ou, de plus en plus assistée par informatique
comme dans notre banque de cornée, permet de valider ou d’éliminer une cornée pour la greffe. Le
critére minimal absolu est une DCE >2000 cellules/mm?. Les deux critéres additionnels de mortalité
cellulaire <2% et de perte cellulaire <20% entre I'analyse initiale et I'analyse finale sont laissés a
'appréciation du responsable médical et scientifique de la banque car la détermination de la mortalité

29241 Drautres critéres

est peu reproductible et la perte cellulaire dépend de la durée de conservation
propres a d’autres banques européennes et régulierement mis a jour en fonction des évolutions
techniques et scientifiques sont précisés dans 'annuaire de TEEBA®®. Malgré I'importance croissante
prise par I'analyse morphologique de I'endothélium dans la détermination de la qualité d’un greffon,
ces paramétres ne constituent pas encore de criteres permettant de rejeter certains greffons. Le
tableau un exemple de critéres de sélection de greffons cornées utilisés aux USA lors d'un essai

clinique réalisé en 2001 et 2001 pour évaluer l'iflunce de I'age du donneur sur la survie du greffon.
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Tableau 1. Critéres de validation d’un greffon cornéen pour la ‘Cornea Donor Study’ au USA en 2001-2002°"

Age of donor at time of death: 10-75 years

Death to preservation time: =12 hrs if body refrigerated or eyes iced and
=8 hrs if not

Death to surgery time: =5 days
Donor medical exclusions including cause of death: meets EBAA standards

Donor ocular exclusions: meets EBAA standards for excluding tissue plus no
prior intraocular surgery (must be phakic)

Specular microscopy:
Endothelial cell density 2300 to 3300 cells/mm?
Polymorophism/Polymegethism — none to no more than mild (slight)
Guttae — no true guttae
No evidence of central endothelial cell damage/trauma or dystrophy
Slit lamp examination criteria:
Epithelium
Defects of 50% or less of epithelium
Haze — none to no more than moderate
Exposure — none to no more than moderate
Stroma
Edema — none to no more than mild
Arcus — =8.0 mm clear zone
Descemet membrane
Folds — none to no more than few (mild)
Endothelium
Snail tracks (endothelial stress lines) — none to more than mild centrally
Guttae — no true guttae
No evidence of central endothelial cell damage/trauma or dystrophy

D’apreés : Lippincott Williams & Wilkins
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CHAPITRE 3 : LA TRANSPARENCE CORNEENNE ET SON
EVALUATION

1. Point de départ : des cornées greffées malgré des anomalies de

transparence
La transparence est un paramétre essentiel de la qualité de la cornée mais n’est pourtant pas

I'objet d’'un contrdle performant dans la grande majorité des banques dans le monde. Nous nous
sommes attachés a développer des instruments spécifiques aprés que trois greffons aient été
délivrés sans que l'inspection visuelle habituelle (lors des 2 contrdles endothéliaux successifs) n’ait
détecté des anomalies de transparence qui auraient pu étre préjudiciable aux receveurs (Fig. 15 et
16). Ces anomalies ont été découvertes dans les suites immédiates de la greffe. A noter que les 3
cornées appariées ne présentaient pas d’anomalies particulieres et ont été greffées avec des suites

simples. Une regreffe a été nécessaire pour les cas 1.

Tl

suspected donor
retrospective donor donor ECD oc recipbent comea
diagnosis age type at delivery duration (days) age indication cutcome outcome
past infectious bullaus uneyenaful
Case 1 carirsl ppacity 62 HHE 7534 16 ™ Eariopathy regraft schedulded graft
opacity of
Case 2 unknown T HHE 2301 10 a8 keratocanus cani ctactory REEUREE A
wiislagy grefe

el b e i [T T et it o

Les anomalies peuvent étre de plusieurs ordre : opacités diffuses ou localisées pouvant

atteindre I'axe optique et gérontoxon excessif pouvant avoir des conséquence « esthétiques ».

1.1 Opacités

Figure 15. Cornée avec des opacités stromales nuageuses, compatibles avec des séquelles de kératite
infectieuses de I'enfance (receveur : dystrophie bulleuse du pseudophake).
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Figure 16. Cornée avec une opacité triangulaire superficielle d’étiologie indéterminée (receveur : kératocéne).

1.2. Gérontoxon

Un gérontoxon important sur un greffon (Fig. 17) a des conséquences optiques souvent
limitées mais les conséquences esthétiques/psychologiques ne sont pas négligeables, surtout chez
les sujets jeunes. Par ailleurs, la connaissance, dés le début de la conservation, du diamétre exact de
la cornée centrale claire « non gérontoxique » pourrait permettre de sélectionner des receveurs

pouvant bénéficier d’'un greffon de plus petit diamétre (7 mm, voir 6 mm au lieu des 8 mm habituels).

=

Figure 17. Aspect post opératoire final de gérontoxon important ayant une répercussion au minimum
esthétique chez ces deux receveurs a I'iris brun.

Au total, on comprend ainsi l'intérét du développement d’outils d’évaluation de la transparence des

greffons cornéens.

2. Transparence
Par définition, un systéeme optique est un systéeme qui modifie les propriétés de la lumiére :

intensité, trajectoire, longueur d’onde, polarisation, etc. Au coeur de ce qui définit un systéme optique
se trouve donc forcément la notion de transmission de la lumiére, communément appelée

transparence.
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2.1. Définition

Plus exactement, la transparence est la notion qui qualifie I'aptitude d’'un systéme optique a
transmettre la lumiére, autrement dit le pourcentage de la lumiére entrante qui arrive a traverser tout
le systéme et a étre détecté en sortie. Les facteurs limitant la transparence sont les réflexions de

lumiére a chaque dioptre et 'absorption et la diffusion de la lumiére par les milieux qu’elle traverse :

IEntrée = ITransmise + IRéﬂéchie + IAbsorbée + ]Diffusée

La transparence peut donc étre définie de la maniére suivante :

_ ITransmise _ ITransmise

T =

IErltrée ITransmise + IRéf’léchie + IAhsorbée + IDiffusée

2.2. Principes généraux de la mesure de la transparence

La fonction premiére d'un systéme optique étant de transmettre la lumiére, la notion de
transparence est incontournable lorsqu’on veut caractériser un tel systéme. Le principe de toutes les
mesures de transparence existantes est le méme : on mesure la lumiére entrante dans le systeme,
on mesure la lumiére recue par le détecteur, et on en fait le quotient.

Plus le systéme optique est simple, plus la mesure de transparence est simple. Pour une lentille
seule, par exemple, les premiéres mesures de transparence dans le visible ont étés effectuées en

£ 242

mesurant le flux lumineux arrivant sur un détecteur avec ou sans systéme étudié™™, comme

'exemple de la figure 18.

L, 5
m .l-i--'
l'Q _t— —

Q

Figure 18. Exemple de montage de mesure de transparence. La lentille L1 permet de concentrer tout le flux
dans la sphére intégrante méme sans la lentille a étudier. Si le détecteur est assez large pour capter tout le
faisceau, la sphére intégrante n’est pas nécessaire (d’aprés McRae*¥).
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Le méme type de mesure peut s’effectuer sur des systémes optiques simples qui sont une

association de lentilles, comme par exemple des télescopes ou des objectifs d’appareils photos ou

242

caméras, avec un montage simple“** dont le principe est illustré dans la figure 19.

C/ °

Figure 19. Exemple de montage de mesure de transparence pour un microscope. La bande B et le collimateur
C simulent une source a l'infini, Le composant | permet de mesurer l'intensité en sortie du télescope (d’apres
McRae**).

Des moyens plus ou moins astucieux de contourner certaines difficultés sont aussi apparus,
comme par exemple le fait d'immerger les optiques étudiées dans un milieu du méme indice de
réfraction®*® pour s’affranchir de leur pouvoir dioptrique, ce qui permet de faire la mesure avec un

simple faisceau collimaté et un détecteur, avec le montage illustré dans la figure 20.

Figure 20. A : Une source collimatée. B : Une lentille immergée. C : Une caméra CCD. Immerger une lentille
dans un liquide ayant le méme indice de réflexion permet d’utiliser un faisceau collimaté, ce qui rend la
réalisation de la mesure plus simple. (EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint Etienne)
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De nombreuses avancées technologiques ont fait évoluer ces montages et en ont fait naitre
bien d’autres. La nécessité d’explorer de nouveaux domaines spectraux, de l'ultraviolet et l'infrarouge
a linfrarouge lointain{McCarthy, 1971 #26}, jusqu’aux lasers terahertz, a fait évoluer les sources et
les détecteurs. Les contraintes imposées par les matériaux nécessaires a la fabrication d’optiques
dans ces domaines spectraux ont fait évoluer les montages (ainsi que la nécessité de mesurer la

transparence de milieux liquides®* ou gazeux?*®)

246

. L'apparition de nouvelles technologies (comme les

microscopes®®, lasers ou les optiques fibrées®’) ont aussi fait évoluer la forme de la mesure de
transparence, sans toutefois en changer le principe. Dans la figure 21, par exemple, on voit la

mesure de la transparence d’une fibre optique avec un laser.

Figure 21. La transparence d’une fibre optique se mesure trés facilement en connectant une source laser au
départ et un détecteur a I'arrivée de la fibre. (D’apres Dida Concept)

2.3. Transparence de la cornée

Pour expliquer la transparence de la cornée, il faut expliquer deux choses: la faible
absorption et la faible diffusion de la lumiére dans le spectre visible par le tissu cornéen. La faible
absorption est facilement expliquée par le fait que les fibrilles de collagéne et la matrice
extracellulaire n’absorbent quasiment pas dans le visible. Expliquer la faible diffusion nécessite une

étude plus poussée.

2.3.1. Pourquoi la cornée est-elle transparente ?
Malgré le fait que de nombreux scientifiques s’intéressent a ce sujet depuis des décennies, il

n’y a pas encore de théorie définitive quant a la raison de la transparence de la cornée. La
communauté scientifique est d’accord sur le fait que le primum movens de cette transparence réside
dans le stroma et, plus particulierement, dans la répartition des fibrilles de collagéne présentes dans

cette couche.

2.3.1.1. Théorie de I’indice uniforme
La toute premiére théorie essayant d’expliquer la transparence de la cornée reposait sur

'absence de variété de structures cellulaires en son sein, ainsi que sur I'absence de structures
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opaques ou de vaisseaux sanguins. Elle proposait un indice de réfraction uniforme et réel ('absence
de partie imaginaire impliquant qu’il n'y ait pas d’absorption dans le milieu). Cette théorie est
cependant rejetée par diverses mesures de diffraction de rayons X qui ont montré que lindice de
réfraction des fibrilles de collagéne (n=1.41) est différent de celui de la matrice extracellulaire (MEC,
n=1.36).

2.3.1.2. Théorie de Maurice*
En 1957, 'Américain Maurice est le premier a proposer que la transparence de la cornée

pourrait étre due a la disposition réguliére des fibrilles de collagéne, en montrant que si ces fibrilles
agissaient comme des diffuseurs indépendants, plus de 90% de la lumiére serait diffusée et donc
perdue. Il a donc théorisé que la transparence de la cornée était due a une disposition des fibrilles de
collagéne selon une maille cristalline réguliere, grace a laquelle la lumiére diffusée serait perdue par
interférences destructives dans toutes les directions sauf dans la direction de I'axe de I'ceil ('axe de
la maille cristalline). Cette théorie n’a cependant jamais été prouvée par observation aux rayons X ni

par microscopie.

2.3.1.3. Autres théories
De maniére générale, les fibrilles de collagéne sont des diffuseurs de diamétre trés étroit (d

<< longueur d’'onde) et de longueur trés grande ( | >> longueur d’'onde). On est donc trés proches de
la diffusion de Rayleigh. Aprés Maurice, Cox, Hart et Farrel**® ont montré que la diffusion de Rayleigh
avec une distance centre a centre constante des fibres de collagéne était suffisante a expliquer la
transparence de la cornée, et qu’'une maille cristalline n’était pas nécessaire.

Ces théories expliquent, entre autres, pourquoi une cornée oedémateuse n’est pas
transparente : la présence d'eau en excés perturbe la répartition des fibres de collagéne,
transformant les interférences constructives qui font la transparence de la cornée en interférences

destructives (Fig. 22).
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Figure 23. Schéma de principe du dispositif de mesure de transparence cornéenne proposé par la
Fondazione Banca Degli Occhi Del Veneto®'

Le Departamento de Engenharia Elétrica (Universidade de Sao Paulo) propose un dispositif
assez similaire®®: un collimateur envoie un faisceau paralléle sur la cornée dans son liquide de
conservation, un filtre sélectionne le spectre sur lequel on souhaite réaliser la mesure, et un détecteur
mesure la lumiére ayant traversé la cornée (Fig. 24). Cette mesure prévoit deux étapes de réglage,
une de mesure du « 0% » pour couper la lumiére ambiante, et une a 100% qui sert de référence

(milieu de conservation sans cornée). Le dispositif fournit une mesure de la transparence moyenne
de la cornée.

1 Detector

o= SelectiveFilter (400-700nm)

sample(Cornea)
| | - Iris
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Figure 24. Schéma de principe du dispositif de mesure de transparence cornéenne proposé par Le
Departamento de Engenharia Elétrica®*

L’institut Fresnel de Marseille, propose un facteur de qualité dépendant non pas d’une mesure
de la transparence, mais de la diffusion®>. Ce facteur de qualité se base sur le fait que plus une
cornée est cedémateuse, plus elle est diffusante. Donc, par le raisonnement inverse, plus la lumiére

diffusée par une cornée est importante, plus elle sera de mauvaise qualité. Le montage utilisé pour
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cette mesure est celui de la figure 25. Ce systéme mesure, grace a un détecteur tournant, la lumiére

diffusée en réflexion par la cornée sur les 180° de I'espace réfléchi.
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Figure 25. Schéma de principe du dispositif de mesure de diffusion cornéenne proposé par I'lnstitut Fresnel de
Marseille (Casadessus®°)

Le laboratoire d’optique appliquée (LOA) de I'Ecole Polytechnique propose trois dispositifs de
mesure de transparence, deux dispositifs de recherche (Fig. 26) et un dispositif breveté intégrable en
banque de cornées®*. Les deux dispositifs de recherche ne sont pas utilisables en pratique par une
banque de cornée car ils utilisent un support traumatisant pour la cornée qui est bloquée entre une
lentille plano-concave et une autre lentille plano-convexe, et immergée dans du sérum physiologique.
Ce support permet de s’affranchir de la puissance dioptrique de la cornée, ainsi que de la réflexion et
de la diffusion a la surface de la cornée, en assurant une continuité d’indice. Il présente lI'inconvénient
majeur d’avoir une lentille en contact direct avec I'endothélium cornéen.

Le dispositif est composé de deux montages. Dans les deux, un faisceau collimaté est envoyé sur
la cornée Sur le premier montage, le faisceau est, derriere la cornée, recueilli par un deuxiéme
collimateur pour que uniquement la lumiére directement transmise soit mesurée (la diffusion non
parallele a I'axe optique est coupée). La lumiére est ensuite captée par un spectrométre pour en
mesurer le spectre d’absorption.

Sur le deuxiéeme montage, la lumiére traversant la cornée est directement capturée par une
sphére intégrante afin d’étre mesurée par le méme spectromeétre. Ce deuxieme montage mesure la
somme de lumiére transmise et diffusée, et permet donc de mesurer les proportions des
composantes de la lumiére transmise : transmission directe et diffusion (en faisant la différence avec

la premiére mesure).
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Figure 26. A : Dispositif de mesure de la lumiére directement transmise par la cornée. B : Dispositif de mesure
de la lumiére transmise par la cornée®*

Le troisiéme montage est un montage breveté et éventuellement intégrable en banque de cornée.
Il ne s’agit pas d’'une mesure de transparence au sens propre du terme, mais d’'une sorte de mesure
de Fonction de Transfert de Modulation (FTM). La FTM représente la capacité d’'un systéme optique
de transmettre le contraste, elle est représentée en tracant le contraste de I'image en fonction de la
fréquence spatiale de I'objet. Une maniére de la mesurer est de prendre 'image d’une mire circulaire
(la fréquence varie en fonction du rayon). C’est ce que propose de faire ce dispositif breveté par le
LOA a ceci prés : la mesure n’est pas effectuée sur 'image de la mire par la cornée, mais sur la mire
elle-méme vue a travers la cornée (Fig. 27). A ce jour, ce dispositif n’est intégré dans aucune banque

de cornée.

Figure 27. Images d’une cornée cedémateuse (gauche) et déturgée (droite) prises avec ce dispositif.254
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2.5. Nouveau moyen de mesurer la transparence pour les banques de cornée

Le laboratoire BiiGC propose deux solutions pour réaliser cette mesure, dont une qui est déja
intégré dans la routine de 'EFS de Saint Etienne (article soumis, Cell and Tissue Bank 2013) et une

qui est en développement et qui est destinée a la remplacer.

2.5.1. Le présent
Le dispositif actuellement utilisé par la banque de cornées de Saint Etienne est aussi inspiré par

le principe de la mesure de FTM, et n’est donc pas une mesure de transparence au sens propre du
terme. Il est composé d’'une dalle a LED lumineuse (pour avoir un éclairage uniforme et constant
dans le temps), d’'une plaque de verre sur laquelle ont été gravées deux cases, une transparente et

une contenant une mire horizontale, et d’'un appareil photo commercial (Fig. 28).

B = =

Figure 28. Dispositif de mesure de la transparence développé au BiiGC transféré en banque de cornées. A :
vue d’ensemble. B : Mire Gravée. EA2521 BiiGC Université Jean Monet, Saint Etienne.

Dans la figure 29, une cornée, en boite de Pétri, est posée et photographiée successivement
sur les deux mires. L'image sur fond blanc est utilisée pour calculer les paramétres géométriques de
la cornée : diameétre de la sclére, diamétre de cornée « greffable » (clair), et pour la mesure de la
taille d’'un éventuel gérontoxon. Sur la photo sur la mire on détermine les plissement de la cornée (en
regardant la qualité des traits) et on calcule le contraste local des franges sur toute la cornée. Cette
mesure permet de tracer une carte de contrastes, en donnant un critére objectif pour évaluer la
transparence du greffon. Ce dispositif a été calibré en posant une échelle, aprés mesure de 179
cornées, selon laquelle la cornée la plus opaque mesurée avait un score de 10% et la plus claire de
90% (afin de laisser une marge si des cornées plus opaques ou plus claires devaient étre testées par
la banque). Il fait maintenant partie intégrante de la routine de la banque de Saint Etienne. Les limites
principales de ce dispositif sont de ne mesurer la transparence qu’avant I'étape de déturgescence,

donc sur des cornées cedémateuses, et de ne pas pouvoir détecter d’'opacités locales modérées.
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Figure 29. Photos d’'une cornée dans les deux étapes de la mesure avec le dispositif. EA2521 BiiGC Université
Jean Monet, Saint Etienne.

2.5.2. Le futur
Grace au bioréacteur cornéen développé au laboratoire, nous pouvons maintenant examiner

les cornées en condition quasi physiologiques : pression rétrocornéenne et circulation de milieu
nutritif de méme indice de réfraction que I'humeur aqueuse (n=1,336 et P=15mmHg) sur la face
endothéliale, et de I'air sur la face épithéliale.

Le dispositif en développement est trés simple : il est composé d’'une source qui projette soit
un fond blanc uniforme soit une mire sinusoidale, un « porte-bioréacteur » et une caméra (fig. 30).
Quatre images sont acquises : deux images de référence (de la mire et du fond blanc) et deux

images de mesure (la mire et le fond blanc avec la cornée).

\ W — R0 - ‘l ’
= A\

D)

Figure 30. A : Image du dispositif. B et C : Images de référence et image avec la cornée de la mire. D et E :
Images de référence et image avec la cornée du fond blanc uniforme. EA2521 BiiGC Université Jean Monet,
Saint Etienne.
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Ce dispositif permet de réaliser deux mesures. Les images sur fond blanc, comme dans les
méthodes classiques, mesurent la transparence (Fig. 31), c’est-a-dire le quotient lumiére incidente
sur lumiére transmise. La caméra est mise au point sur la cornée pour avoir une mesure de la
transparence point par point. L'échelle gravée sur la plaque de verre permet au logiciel de calculer
les distances qui nous intéressent, c’est-a-dire le diamétre de cornée clair et la taille d’'un éventuel

gerontoxon ou opacité locale.

eno
13 681368 mim (158x

Figure 31. Mesure de la transparence. A : Carte de transparence point par point. B : image de référence. C :
Reconstruction de la carte de transparence. D : Mesure de la transparence radiale de ma cornée. E, F, G:
Profils vertical, horizontal et diagonal de la transparence de la cornée.

Pour les images sur la mire sinusoidale, la caméra est focalisée sur I'image de la mire formée
par la cornée. Grace au bioréacteur, cette image est proche de celle que la cornée aurait donné si
elle était encore dans I'ceil. Une mesure du contraste de cette image donne donc la FTM de la cornée
pour une fréquence spatiale donnée, ce qui défini une nouveau critére de qualité du greffon.

Les mesures de transparence effectuées avec les dispositifs précédemment décrits nécessite
de placer la cornée dans un support spécifigue ou plus simplement une boite de Pétri. Dans le
fonctionnement de la banque de cornée, le contrdle de transparence est donc effectué au moment
des contrbles endothéliaux, afin de ne pas rajouter de manipulation supplémentaire comportant un
risque de contamination microbiologique ou de lésion endothéliale. Les mesures de transparence
sont donc effectuées avant I'étape de déturgescence puisque, pour des raisons de sécurité, la cornée
n’est plus manipulée dés lors qu’elle est immergée dans le milieu de déturgescence. Les cornées
mesurées sont donc toutes cedémateuses. Grace au bioréacteur (BR) qui maintien la cornée
transparente tout au long de la conservation sans avoir recours a cette étape spécifique de
déturgescence, ce nouveau dispositif, intégré au BR, devrait étre plus pertinent, en particulier dans la
détection d'opacités locales d’intensité modérée. Les premiers résultats font I'objet d'une

communication orale a 'EVER 2013%°,
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CHAPITRE 4 : LA PUISSANCE DIOPTRIQUE DE LA CORNEE ET

SON EVALUATION

1. Point de départ : des cornées greffées malgré des anomalies

d’épaisseur

Parallelement aux anomalies de transparence, les anomalies d’épaisseur ou de courbure (et

donc de puissance dioptrique), liées soit a une pathologie chez le donneur (kératocéne ou dystrophie

marginale pellucide), soit a une chirurgie réfractive (myopie ou désormais presbytie) peuvent étre

préjudiciable. Leur dépistage est actuellement absent des banques de cornée. Nous avons rapporté

2 cas de greffes réalisées avec des cornées transparentes mais trop fines sans que I'anomalie n’ait

été détectée lors des controles usuels.

Tellow

suspected donor
retrospective  donor donor ECD oc recipient comea
diagnoais age hype ot delivery durstion (days) age imdication eutcome outcome
pebiueid margina bullous . uneventful
Case 3 degeneration 36 HB 27 1% Ly Kerstopathy Matus QUO graft
Cased keratoconus 82 NHB 1930 B 2 Weratoconus  regraft schedulded  UMpratt!
ECD = andothelial call densty [celsmm?) HE = feart beateg donor, NHE = non heat Sexting donor, *aroed o be anly antaige

Figure 32. Cornée fine, compatible avec une dégénérescence marginale pellucide (receveur : dystrophie

bulleuse du pseudophake).
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2. Puissance Dioptrique
On appelle un dioptre une interface entre deux milieux. La puissance optique d’'un dioptre est une

grandeur qui caractérise la capacité de cette interface a dévier par réfraction les rayons lumineux. Un
systéme optique étant une suite de dioptres (en général air-matériau et matériau-air), cette notion
peut se généraliser a n'importe quel systéeme optique. C’est bien évidemment une grandeur

fondamentale lorsque I'on cherche a caractériser un systéme optique.

2.1. Définition

On appelle distance focale d’'un dioptre ou d'un systéme optique la distance a laquelle un
faisceau de rayons paralléles a I'axe optique est focalisé. La puissance, appelée aussi vergence, est
l'inverse de cette grandeur. Elle dépend des indices des milieux entourant un dioptre et de son rayon

de courbure (Fig. 33)

n;<n, ng 1,

Figure 33. Schéma d’un dioptre pour lequel l'indice de sortie est supérieur a l'indice d’entrée, comme par
exemple une interface air-verre. F et F’ sont les foyers objet et image, S le sommet du dioptre et C son centre.
La distance CS est le rayon de courbure R du dioptre. (D’apres I'Université des Sciences en ligne, Physique,
Optique Géomeétrique)

La puissance, tout comme la distance focale et le rayon de courbure, sont des distances
algébriques. Dans le cas d’'un rayon de courbure négatif, par exemple, on aurait une puissance

négative, et donc un dioptre divergent (Fig. 34)

Page 54 sur 191



1)=>1, ny 4

Figure 34. Schéma d’'un dioptre divergent: I'indice de sortie est inférieur a l'indice d’entrée, comme par
exemple une interface air-verre. F et F’ sont les foyers objet et image, S le sommet du dioptre et C son centre.
La distance CS est le rayon de courbure R du dioptre. R et la focale sont ici négatifs. (D’apres I"Université des
Sciences en ligne, Physique, Optique Géométrique)

L’intérét de la notion de puissance par rapport a celle de distance focale est que, dans le cas d’un
enchainement de dioptres, la puissance est une grandeur additive : la puissance totale est la somme
des puissances de chaque dioptre. Pour calculer la puissance d’un systéme optique complexe il suffit

donc de connaitre les puissances de chacun de ses éléments et de les additionner.

n=nombre de

dioptres
Protale = z P nieme
dioptre
n=1

Cependant, dans le cas d’'un systéeme complexe, les distances focales objet et image ne sont pas les
distances des points focaux a la premiére et a la derniére lentille. Ce sont les distances de ces points
a ce qu’on appelle les plans principaux. Le plan principal image est le plan dans lequel se croisent un
rayon entrant parallele a 'axe et le rayon sortant correspondant passant par le foyer image. De
méme, le plan principal objet est le plan dans lequel se croisent un rayon entrant passant par le foyer
objet et le rayon sortant correspondant paralléle a l'axe (Fig. 35). La plupart des formules

fondamentales de I'optique géométrique reposent sur la notion de puissance.
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Figure 35. Définition des plans principaux image (gauche) et objet (droite). (D’aprés Optique pour I'lngénieur, P
PICART et J SURREL, Foyers et plans principaux des systémes optiques focaux)

2.2. Mesure de la puissance dioptrique

Il y a globalement quatre méthodes pour mesurer la puissance d’'un systéme optique. Soit la
mesure directe de sa distance focale, soit la mesure de son grandissement (qui est directement lié a
la distance focale), soit les mesures interférométriques de puissance ou de rayon de courbure (pour
des systémes optiques simples, lorsqu’on connait les indices de tous les matériaux composant le
systeme), soit les techniques de surfacing ou de déflectométrie, également pour des systémes

simples.

2.2.1. Mesure de la distance focale
Le moyen le plus simple de mesurer la puissance d’un systéme optique repose sur sa définition :

la puissance est l'inverse de la distance focale, qui est la distance a laquelle est focalisé un faisceau
de rayons paralléles. Pour mesurer la puissance d’'un systéme optique, il suffit donc d’envoyer
dessus un faisceau de rayons paralléles et de regarder ou il est focalisé. Ce genre de systéme
s’appelle un frontofocométre (Fig. 36) et est souvent utilisé dans les cabinets d’ophtalmologie et chez

les opticiens pour mesurer la puissance de verres correcteurs.

Sensor

Focal length f—)l

Figure 36. A: Schéma de principe du frontofocometre le plus simple possible : un faisceau collimaté est
envoyé sur un systéme optique, et, avec un détecteur mobile, on cherche le point de focalisation. B : un
frontofocométre de cabinet d’ophtalmologie composé d’'une source collimatée (B-1), des verres a tester (B-2) et
d'un capteur(B-3 + CEil). Image A d’apres Trusted Reviews, digital photography Tutorials. Image B, EA2521
BiiGC Université Jean Monet, Saint Etienne
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Cette méthode a été reprise et adaptée par tous ceux qui ont un jour eu besoin de mesurer
rapidement une distance focale, il en existe donc un nombre incalculable de variantes. Par exemple,
comme dans la figure 37, pour augmenter la précision de cette méthode, il est possible de se servir

d’un objectif de microscope.

Reticle
Image

Reticle Microscope

Test
Collimating lens Lens

Figure 37. Schéma de principe d’'une variante de frontofocométre. Un réticule est projeté a l'infini par un
collimateur et imagé par un systéme a tester. Il est projeté au point focal de ce systéme. Avec un microscope,
dont l'oculaire a un réticule réglé pour étre vu a l'infini, on cherche 'image du réticule objet. Quand le réticule
image et le réticule du microscope sont nets en méme temps, le point focal est trouvé.

Cette méthode a aussi été adaptée, comme montré dans la figure 38, pour mesurer la focale

d’un systéme en mesurant la puissance d’un faisceau laser®*®

meas. mzas.
meas. E 2

L
T—P POF

|‘f z, *z
Z;

Figure 38. Schéma de principe d’'une variante de frontofocométre mesurant la distance focale en mesurant la
puissance d’un laser. (D’aprés Gerber256)

Comme la puissance totale du faisceau est constante, cette méthode utilise la mesure de la
puissance par unité de surface pour remonter a la taille du faisceau. De la taille du faisceau, on
remonte a linclinaison des rayons de bord du faisceau, et donc a I'emplacement du point de
focalisation.

Une autre variante de cette méthode est d’utiliser comme source et comme détecteur une fibre
optique®’ (Fig. 39). La fibre optique monomode (SMF) sert en méme temps de source lumineuse, de
détecteur et de sélecteur spatial. Avec la configuration (a), on trouve le point focal du systéme. Avec
la configuration (b), sans bouger le miroir, on trouve une conjugaison objet-image. En avancant le
miroir et en reculant donc la fibre optique, on trouve une deuxiéme conjugaison. Ces trois mesures

permettent de trouver la focale du systéme en s’affranchissant de la recherche des plans principaux.

Page 57 sur 191



Figure 39. Mesure de la distance focale avec une fibre optique. (d’apres IIev257)

2.2.2. Mesure du grandissement
Pour la mesure de puissance par mesure de grandissement, il y a aussi énormément de

montages possibles. Le plus simple est de faire I'image d’'un objet, d’'une mire ou d’un réticule de
taille connue, et de mesurer la taille de 'image. Avec la distance objet-systéme on peut remonter a la

focale et donc a la puissance du systéme (Fig. 40).

~_ )

B’

Figure 40. Schéma de principe d’'une conjugaison objet-image. En mesurant la taille de 'objet et de I'image,
ainsi que la distance lentille-objet, on a accés a la puissance de la lentille (EA2521 BiiGC Université Jean
Monnet, Saint Etienne)

Une variante de cette méthode est possible en utilisant le montage de la figure 37 sans le
collimateur. Si le réticule du microscope et le réticule objet sont de méme taille, on a une mesure

directe du grandissement avec une seule image.

2.2.3. Techniques d’interférométrie
Avec un systéme simple, comme par exemple un dioptre seul ou une lentille plan-convexe ou

plan concave, il est possible de mesurer la puissance en mesurant le rayon de courbure des dioptres.
En théorie, c’est aussi possible pour un systéme complexe, mais il faut avoir accés a tous les
dioptres séparément et connaitre 'emplacement de chacun d’entre eux. Il y a de nombreux moyens
de mesurer la courbure d’un dioptre, les plus intéressants étant les techniques d’interférométrie, de

surfacing en lumiére structurée et de déflectométrie.
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2.2.3.1. Mesure directe de rayons de courbure
L’interférométrie est une technique de mesure optique dont I'essence est de mesurer la différence

de chemin optique parcouru par deux rayons provenant de la méme source et ayant étés séparés
puis rassemblés (le chemin optique étant la distance parcourue multipliée par I'indice de réfraction
des milieux traversés). Le plus classique des interférométres est l'interférométre de Michelson (Fig.
38).

Miroir M1
v Lame séparatrice
Source Lumineuse N &
Lal 2 1‘
A Miroir M2
> > <
/ A |
/V A 4
P —

Détecteur (ex : CCD)

Figure 38. Schéma de principe d’un interférométre de Michelson. D’aprés [I'Encyclopédie Larousse,
« Interféromeétre de Michelson ».

Le faisceau lumineux est séparé en deux a la lame séparatrice, réfléchi par les deux miroirs, et
réuni encore une fois a la lame séparatrice. A l'arrivée, il y aura une figure d’interférence qui va
montrer si les deux miroirs ne sont pas a la méme distance de la source (en configuration « lame
d’air ») ou si ils ne sont pas symétriques par rapport a la séparatrice (en configuration « coin d’air »).

Si on remplace un des deux miroirs par un systéme optique, la figure d’interférométrie montrera la
différence entre la surface du miroir restant et le premier dioptre du systeme optique (tant que les
rayons réfléchis par le dioptre sont captés par le détecteur). De méme, si on insére un systéme
optique (une lentille par exemple) dans un des deux bras de l'interférométre, ce qu’'on va mesurer
avec la différence de chemin entre les faisceaux est la différence d’épaisseur de verre traversée,
donc, dans le cas d’'un simple dioptre ou d’une lentille plan-convexe/concave, on peut remonter assez
facilement au rayon de courbure. Dans le cas d’une lentille & deux faces courbées, le processus est

plus complexe car avec cette méthode on regarde I'effet des deux faces en méme temps.
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2.2.3.2. Mesure de la focale par interférométrie
Il existe de nombreuses méthodes d'utiliser la précision de la mesure de distance par

interférométrie pour mesurer la focale d’une lentille. La plupart utilisent le fait que le front d’onde
sortant d’une lentille est sphérique, centré sur le point de focalisation des rayons. En comparant par
interférométrie ce front d’'onde a une sphére de référence, on arrive a remonter a 'emplacement de
l'image et donc a la distance focale (passage qui est d’'ailleurs immédiat dans le cas d’une source de

lumiére collimatée). C’est le cas dans cette expérience®® (Fig. 39)

(c)

E— ) B =

{0

Figure 39. Mesure de distance focale par interférométrie rétrocollimatée De haut en bas : configuration
recherchée et étapes mises en place pour 'atteindre.(d’aprés Xiangzss)

Cette expérience utilise méme des mesures interférométriques pour placer les composants. BS et
P1 sont des lames semi-refléchissantes, S est une sphere de référence (a). On introduit L, lentille a
tester, de maniére a ce que les interférences entre la lumiére réfléchie par P et par S nous indiquent
que les deux fronts d’onde sont égaux, S est alors au foyer de L (b). On pourrait déja avoir une
mesure directe de la distance focale, mais on continue pour plus de précision dans la mesure. On
place L1, une lentille sphérique de focale connue, de maniére a ce que son foyer image soit au foyer
objet de L. Pour ce faire, on place un miroir plan entre L et S, et on déplace L1 jusqu’a avoir des
interférences nulles (c). En fin, en enlevant P et en déplagant L pour retrouver des interférences
nulles, on se retrouve dans la configuration recherchée : la distance foyer image — image vaut R
(rayon de S), et la distance objet — foyer objet est égale au déplacement de L1 entre (c) et (d). La
formule de Newton donne donc la focale.
Une autre technique exploite un principe semblable en réalisant cette fois des interférences
de Fizeau®® (Fig. 40)
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Figure 40. Mesure de distance focale par interférométrie de Fizeau. (d’aprés Kumar{Kumar, 2009 #10520)

L’objet est crée par un miroir prés du point de focalisation d’'un faisceau collimé. Les interférences
avec la lumiére réflechie par la surface plate R1 permettent de mesurer le rayon du front d’'onde
sortant de la lentille, et donc d’en déduire la position de I'image. En mesurant ce rayon pour deux
positions du miroir, on a deux conjugaisons objet-lentille-image, ce qui permet de déterminer la focale
du systéme en fonction de la valeur du déplacement du miroir (x sur la figure 39.).

De maniere générale les mesures de focale par interférométrie utilisent la précision des mesures
interférométriques pour obtenir des distances plus précises afin d’avoir moins d’incertitude dans le
calcul de la focale avec les formules classiques (formule de conjugaison de Descartes, formule de

Newton).

2.2.3.3. Autres types de mesure

Surfacing en lumiére structurée
Le principe du surfacing en lumiére structurée est d’envoyer sur une surface réfléchissante un

motif de lumiére (typiquement une mire ou une grille) et d’en observer les déformations, comme
illustré par la figure 41, pour avoir accés aux rayons de courbure locaux et donc aux puissances

locales de la surface.
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Figure 41. Exemple de surfacing en lumiére structurée. Il est possible d’appliquer la méme technique de
mesure en utilisant la lumiere réfléchie par un dioptre. D’apres microEpsilon, Inspection des surfaces gréace a
reflect CONTROL.

Le défaut de cette technique est de ne pouvoir analyser qu’'une surface. Pour mesurer la
puissance d'une lentille, donc, il faudra mesurer la puissance de chaque dioptre. De méme, pour
mesurer la puissance d’'un systéme optique complexe il faudrait avoir accés a tous les dioptres, ce

qui est rarement le cas.

Déflectométrie
La déflectométrie est une technique semblable au surfacing, la différence fondamentale étant

gu’une mesure de déflectométrie se fait en plusieurs images. Le motif qu’on projette est déphasé sur
chaque image, ce qui permet, par exemple, de se débarrasser de I'échantillonnage amené par la
période de la mire dans le cas du surfacing. Aussi, cette technique permet de faire la méme mesure
mais en transmission, pour des systémes optiques transparents, ce qui permet d'utiliser la lumiére

transmise d’un systéme optique, au lieu d’utiliser la lumiere réfléchie (qui est beaucoup plus faible).

2.3. Puissance dioptrique de la cornée

La puissance dioptrique d’'un systéme optique, comme nous avons vu au 2.1, est due a la
déviation de la lumiére par réfraction aux interfaces entre deux milieux d’indices différents. Pour
expliquer la puissance dioptrique de la cornée, donc, il faut connaitre on indice de réfraction. Dans le
1.3.1.1 nous avons vu que le stroma est essentiellement constitué de fibrilles de collagéne et d’'une
matrice extra-cellulaire, dont les indices de réfraction valent respectivement n=1,41 et n=1,36.

La loi de Gladston-Dale pour des matériaux composite dit que, pour un matériaux a n

composantes, n1, n2, ..., nn étant les indices de chacune de ces composantes, 1, 2, ..., fn étant les
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fraction volumiques de chaque composant, 'indice de réfraction du matériau s’écrit :

n
Nrotal = Z fn "y

k=1

Pour la cornée, donc, en tenant compte des indices des fibres de collagene (dont la fraction

volumique vaut 0,22) et de la matrice extra-cellulaire, I'indice s’écrit :

Nroral = 0,22 - 1,41 + 0,78 - 1,36 = 1,371

Les indices de réfraction de I'air et de 'humeur aqueuse valant respectivement 1 et 1,336, la cornée
se trouve dans la configuration illustrée figure 42. La valeur des indices fait que le premier dioptre est
convergent et le deuxiéme est trés lIégérement divergent. En moyenne, le rayon du premier dioptre
vaut 7,6 mm et celui du deuxiéme vaut 6,7 mm. Les puissances de ces dioptres valent donc
respectivement +48,8 D et -6D, pour une puissance totale de +42,8 D, puisque la puissance est une

grandeur additive.

Cornée

Air / n= 1,371
n=1 Humeur Aqueuse

T

Figure 42. Indices de réfraction dans et autour de la cornée. EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint
Etienne

2.4. Mesure de la puissance de la cornée

2.4.1. Kératométrie
Il'y a deux grandes difficultés dans la mesure directe de distance focale ou grandissement de la

cornée sur le patient: premiérement, il est difficle de se débarrasser de l'effet du cristallin, et
deuxiémement, il est trés difficile de récupérer 'image derriére la cornée, ne pouvant pas, chez le
patient, placer un capteur derriére la cornée.

Pour cela, il y a deux types de kératomeétres industrialisés : Soit on travaille en réflexion, en
considérant la cornée comme un miroir courbe, soit on travaille en transmission, en regardant

'image sur la rétine.
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Dans les deux cas, le principe est le méme. On projette une mire qui se déplace, et du
grandissement de la mire et de la vitesse et du sens de déplacement on déduit le signe et la valeur
de la puissance de la cornée. Si on travaille en réflexion, on se focalise sur 'image réfléchie par le
dioptre extérieur de la cornée (image qui sera virtuelle car la cornée est un « miroir » convexe). Si on
travaille en transmission on se focalise sur la rétine. Dans le premier cas, on ne tient pas compte de
la puissance de la face intérieure de la cornée, dans le deuxieme cas on mesure la puissance de

I’ensemble cornée+cristallin.

2.4.2. Topographes en réflexion de disques de placido
Comme pour le premier type de kératometre, beaucoup de topographes travaillent en réflexion

sur la premiére face de la cornée, en projetant un motif (le plus souvent des disques concentriques,
appelés disques de Placido) et en observant les déformations de ce motif, en figure 43 un exemple

de ce type de machine.

Corneal

Figure 43. A : Exemple de topographe a disques de Placido (D’apreés le catalogue en ligne Pimos Sarl). B :
EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint Etienne

Ce type de topographe sert aussi a mesurer tous les rayons de courbure pour détecter un éventuel
astigmatisme ou une pathologie cornéenne, dite « kératocone », créant un astigmatisme irrégulier.

Il existe cependant d’autres topographes, comme les topographes a lampe a fente a scan, qui
arrivent a examiner en méme temps les deux faces de la cornée. Le principe d’une lampe a fente est
simple : on envoie une fente lumineuse sur la cornée, ce qui permet, en regardant, d’'observer une

coupe verticale de la cornée (Fig. 44).
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Figure 44. Image vue avec une lampe a fente (CHU-St-Etienne)

Ainsi, en faisant un scan de la cornée avec la lampe a fente, et en interpolant les images, on arrive a

reconstruire une carte 3D de la cornée (Fig. 45).

Figure 45. A : Principe de la lampe a fente a scan (EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint Etienne) B :
Exemple de mesure de topographie.

2.4.3. Tomographie en cohérence optique (OCT)
L’OCT est une technique basée sur l'interférométrie en lumiére incohérente. Cette technique,

connue depuis trés longtemps en optique (il s’agit de l'interférométre de Michelson, 1881), n’a été
transférée en ophtalmologie qu'en 1991 par Huang{Huang, 1991 #10521}, pour I'observation de la
macula & trés haute résolution de I'ordre de 10 pm?®°. Cette technique est, depuis une décennie, en
constante amélioration en ophtalmologie?’ surtout dans le secteur de I'imagerie rétinienne maculaire
mais aussi, plus récemment, dans le secteur de 'imagerie du segment antérieur’®.

Nous avons vu précédemment que l'interférométrie consiste en la comparaison du chemin
optique parcouru par deux rayons émis par la méme source, séparés puis réunis (Fig. 39). La notion
de cohérence de la source fait référence au spectre émis. Une source cohérente est une source

émettant trés peu de longueurs d’'onde. Avec une telle source, les interférences sont visibles pour
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une large plage de valeurs de la différence de distance parcourue par les rayons. Inversement, une
source incohérente, c’est a dire a large spectre, donnera des interférences sur une plage de valeurs
de la différence de distance parcourue par les rayons plus restreinte.

L’utilisation d’une source incohérente permet donc d'imager une plus petite portion de la
cornée pour une position donnée du miroir, donnant une meilleure résolution en profondeur au

systéme (Fig. 46).

I:l Longueur de cohérence

—
Y

A

Y

-

v

L 4
Y
3

Figure 46. lllustration du principe de longueur de cohérence. Schéma modifié d’aprés I'Encyclopédie Larousse,
« Interférometre de Michelson ».

Sur la figure, la ligne rouge symbolisant le symétrique du miroir par rapport a la lame semi-
réfléchissante, la longueur de cohérence représente la distance entre la premiére position du
deuxiéme miroir ou les interférences sont visibles et la derniére (en vert sur la figure). Cette longueur
s’écrit :
L C
Cohérence —
Av

avec c vitesse de la lumiére et An largeur spectrale de la source.

Le principe des OCT est de remplacer, dans le bras fixe d’'un tel interférométre, I'objet a
étudier (en I'occurrence, la cornée). Pour une position donnée du deuxiéme bras, le bras mobile, on
image donc une tranche de I'objet a étudier de I'épaisseur de la longueur de cohérence. Le miroir du
bras mobile fait un scan sur toute la profondeur de I'objet (Fig. 47). Dans un tel instrument, la
longueur de cohérence correspond (traitement informatique a part), a la résolution en z de

I'instrument.
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Figure 47. Schéma de principe d’'une machine OCT.

Il existe différents types d’OCT?. Les OCT « normaux » (TD-OCT, Time Domain OCT, cf.
Fig. 48 et 49), sont de deux types : le faisceau peut étre focalisé avec une lentille et ainsi imager un
seul point pour une meilleure précision (un scanner dans deux directions est alors nécessaire pour
avoir une coupe de 'échantillon, appelés A-Scan pour le balayage en profondeur et B-scan pour le
balayage longitudinal, Fig. 30), ou alors I'’échantillon est imagé directement sans focaliser, c’est la
technique de FF-OCT?** (full-field OCT), qui a la particularité de réaliser des images « en face » et
non pas en coupe comme les autres OCT (a la maniére d’'un microscope confocal). Dans cet OCT,
seul le A-Scan est mécanique.

De plus, le fait de mesurer le spectre de la lumiére au lieu de mesurer la lumiére directement
permet d’améliorer encore la résolution de ce type d’appareil en diminuant largement le bruit dans la
mesure. On parle alors de FD-OCT (OCT dans le domaine de Fourier). Dans cette catégorie, il y a
deux types d’OCT : le SD-OCT?® (Spectral Domain OCT) posséde une source de trés grande largeur
spectrale, dont les composantes sont étalées par un réseau a la détection, et le SS-OCT (Swept
Source OCT) dont la source est a mono-longueur d’'onde réglable, et balaye tout le spectre souhaité.
Ce type d’appareil utilise une mesure avec le faisceau focalisé. Le A-Scan est obtenu en prenant la
transformée de Fourier du signal, ce qui permet de n’avoir que le B-Scan a réaliser de maniére
mécanique. Au laboratoire BiiGC nous disposons d’un SD-OCT sur lampe a fente (slit lamp OCT, SL-
OCT) d’Heidelberg (Heidelberg Engineering, Allemagne) et d’'un SS-OCT CASIA (Tomey, Japan).

Figure 48. Définition de A-Scan et B-Scan (balayages sur 2 dimensions : y et z)
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Figure 49. Exemple d’examination d’'une cornée a 'OCT. A : Coupe verticale. B : Kératométrie. C :
Renconstruction en 3D de la cornée. EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint Etienne

Enfin, les OCT les plus performantes arrivent a restituer des reconstructions de tissus en 3D

266
)

avec une résolution de 1,5 ym x 1,5 ym x 1 um (c’est le cas de I'OCT cité ci-dessous“™). En annexe,

un apercu des différents OCT disponibles en ophtalmologie.

A coté de ces OCT, de nouveaux OCT « histologiques » commencent a voir le
jour?®. Exploitant la technologie FF-OCT, qui permet d’avoir des images « en face », la translation du
bras de référence permet d’'imager une profondeur choisie par I'utilisateur. De plus, un scan du bras
de référence (Fig. 46) suivi d’un traitement d'images adéquat permet de reconstruire la profondeur de

tissu analysé en 3D (Fig. 50).

SOURCE
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Figure 50. A : Schéma de ptr;imh'(":ibrénatﬁlﬁvigﬂlflbﬂéT.ﬂé :RIVII'cm)“ri'tgc:;'éuég(‘ﬁéfiﬁ;éﬁ“téi. rf)M’éBrgé“Assayagm

2.5. Le présent

Le laboratoire BiiGC travaille sur le développement d’'un outil de mesure de puissance utilisable
en banque de cornée, avec le but de pouvoir, un jour, adapter la puissance de la cornée donnée a la
réfraction du receveur, du moins pour les fortes amétropies. Le montage présenté figure 51 est le

méme que celui de la mesure du facteur de qualité de la cornée (Fig. 30).
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Figure 51. Montage de mesure de la puissance de la cornée. EA2521 BiiGC Université Jean Monnet, Saint
Etienne

Le principe est celui d’'une mesure de grandissement, basé sur la formule de conjugaison optique.

Pour tout systéme optique, on sait que :

1 1 1
0A' O0A f

Avec les notations de la figure 20. Si on note d la distance objet-lentille et g le grandissement,

sachant donc que OA’ = gd, on arrive a :

La mesure de d étant faite au micrométre, il ne reste que le grandissement & mesurer. Pour cela, on
pointe les franges d’une mire et de son image par la cornée, et on utilise une mire mobile qu’on place
successivement dans le plan objet et dans le plan image pour normaliser les mesures.

Le dispositif est en phase de test, mais présente des résultats trés encourageants (on utilise, comme

référence, la mesure de la puissance a 'OCT) (Tableau 2)
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Tableau 2. Résultats préliminaires de mesures de puissance (dioptries) de cornées conservées en
organoculture par prototype de « puissancemétre » développé a BiiGC. La mesure de référence est celle
donnée par un OCT de segment antérieur commercial.

Cornée OCT-SA  Puissancemétre  écart
2013SE210 41,2 40,701 -0,499
2013SE211 42,8 43,152 0,352
2013SE284 49,5 52,2 2,700
2013SE303 43,9 44,780 0,880

2.6. Le futur

Le meilleur moyen de mesurer la puissance d’'une cornée reste, cependant, la mesure par
OCT (au niveau de la rapidité et de la simplicité de la mise en ceuvre). De plus, une telle mesure
permettra aussi de mesurer I'épaisseur des greffons point par point, et d’analyser la qualité d’une
éventuelle interface de découpe, chose qui va étre de plus en plus importante dans les banques, car
elles s’occupent de plus en plus de la prédécoupe du greffon pour les greffes endothéliales.

Le laboratoire BiigC a développé un dispositif de redressement pour faciliter 'observation des
cornées en boite de pétri (Fig. 52). Ce dispositif est actuellement intégré (sur un SL-OCT Heidelberg)
dans la routine de la banque de cornées de 'EFS de Saint Etienne, et fait 'objet d’'un poster exposé a
'EVER 2013 (cf annexe)®’.

Figure 52. Dispositif de redressement pour observation de cornées en boite de pétri a 'OCT. EA2521 BiiGC
Université Jean Monnet, Saint Etienne
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3. Apercu des différents OCT disponibles en ophtalmologie

gorli\ gtC 'g_ype Photo Caractéristiqu | Avantages/Inconvénie
el es nts
SL-OCT Résolution : -Dualité SL/OCT trés
(Heidelberg, 20*20*10 ym | intéressante
Allemagne),
SD OCT Profondeur -Informatique et
Observable : composants obsolétes
8 mm pour un instrument
meédical
scans/sec :
500 -scan trop lent (1
image par seconde, 5-
Champ : 6 s par acquisition
15*15mm compléte)
Spectralis Résolution : -OCT rétinien
(Heidelberg, 14*14*3,9 um | adaptable au segment
g:ljeg(a:grne), orofond antérieur
rofondeur
Observable : -machine trés
1,9 mm multitache
scans/sec : -beaucoup de modules
40000 différents a
acheter/maitriser pour
Champ : bien exploiter son
30°*30° potentiel
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RS 3000 Résolution : -Tres HD
(Nidek, 4*4*3 pm
Japon), SD -module segment
OCT Profondeur antérieur en option
Observable :
2,1 mm -Perte de résolution
avec le module
scans/sec : segment antérieur
53000
-acquisition longue
Champ : (1,6 s pour une
40°*30° mm acquisition compléte)
RTVue Résolution : -Module segment
(Optovue, 8*8*5 um antérieur optionnel
USA), SD
OCT Profondeur -grande profondeur
Observable : observable : capable
2,3 mm de prendre en compte
les implants
scans/sec : intraoculaires dans la
26000 mesure de la
puissance
Champ :
32°*22° -longue distance de
travail, confortable
pour le patient
3D OCT-1 Résolution : -Acquisition trés rapide
Maestro 20*20*5 ym
(Topcon, -Large profondeur
Japon), Profondeur observable
SS-OCT Observable :
6 mm -Module segment
antérieur trés peu
scans/sec : développé
50000
Champ :
45°%45°
Cirrus HD- Résolution : -Tres longue durée de
OCT (Zeiss, 15*15*5 uym vie
Allemagne),
SD-OCT Profondeur -acquisition tres rapide
Observable :
2 mm
scans/sec :
27000
Champ :
36°*30°

Page 72 sur 191




Casia SS- | Résolution : -Acquisition trés rapide
1000 . 30*30"10 pm
(Tomey, Viaes f -Trés facile d’utilisation
Allemagne), p— Profondeur
SS-OCT Y (AsiA -/ & Observable :
6 mm
J ' scans/sec :
w 30000
1616 mm
FF-OCT Résolution : -Plus haute résolution
(LLTech, 1,5*1,5%1 um disponible
France), FF-
OCT Profondeur -Développé pour
Observable : analyser du tissu ex
1 mm vivo (et non pas des
patients humain)
*| Champ : donc:
800*800 um
-trés lent
-trés faible profondeur
de pénétration
-trés faible champ
Visante Omni Résolution : -commination
(Zeiss, 60*60*18 um | OCT/disques de
Allemagne), placido
SD-OCT Profondeur
Observable : -peu résolu
6 mm
-acquisition rapide
scans/sec :
50000
Champ :
16*16 mm
iVue Résolution : -portable
(Optovue, 15*15*5 uym
USA), SD- -Rétine et Cornée
OCT Profondeur
Q Observable : -acquisition lente
2,3 mm
-logiciel de traitement
scans/sec : peu adaptable
26000
Champ :
21°*21°
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Force est de constater qu’en une décennie, le contrdle qualité cellulaire et tissulaire, au moins
dans certaines banques comme la nétre, s’est largement sophistiqué, pour s’adapter aux
raffinements des chirurgiens capables désormais de greffer la partie de cornée strictement
nécessaire au malade, et dans une certaine mesure, pour a anticiper 'émergence de donneurs
opérés de chirurgie réfractive cornéenne, parfois plusieurs décennies avant.

Malgré ces avancées, un long chemin reste a parcourir... A quand un comptage 3D
s’affranchissant des plis cornéens générés par la conservation actuelle en organoculture ? A quand
une appréciation bio-fonctionnelle de I'endothélium capable de dire que les cellules comptées seront
réellement viables ? A quand une détection efficace d’'une opacité localisée de la cornée qui devra
faire éliminer le greffon d’une greffe perforante au risque de pénaliser le receveur ? A quand une
détection infaillible d’'une interface « enterrée » de chirurgie réfractive, sachant que méme I'ceil d’un
ophtalmologiste armé d'un excellent biomicroscope ne peut souvent pas la percevoir chez son
patient?

Gageons que le bioréacteur de notre laboratoire, qui revisite la technologie de conservation
telle qu’elle existe depuis plus de 40 ans, en offrant une cornée claire tout au long de la conservation
tout et permettant I'intégration et surtout I'invention de nouveaux outils de contréle, devrait permettre

de relever tous ces défis.
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Les paramétres morphométriques utilisés habituellement pour qualifier la mosaique
endothéliale (coefficient de variation de la surface (SD/Moyenne), et pourcentage de cellules
hexagonales) sont des indicateurs de la qualité intrinséque de I'endothélium et refléte le stress
cellulaire supporté pendant la vie du donneur mais également pendant la conservation prolongée des
greffons. En organoculture les cellules endothéliales ne sont visibles qu’aprés préparation osmotique
qui dilate les espaces intercellulaires, modifie les indices des milieux intra et intercellulaire et rend les
cellules visibles. Dans ce travail nous avons étudié si CV et hexagonalité mesurés par un analyseur
d'image dédié a I'endothélium et validé pour la détermination de la densité cellulaire endothéliale
étaient fiable malgré les modifications temporaires subit par les cellules. A partir d’'une série de 505
cornées, nous avons montré d’'une part que I'analyse était pratiquement toujours possible (avec des
résultats influencés par la qualité des images de départ) et d’autre part que les paramétres retrouvés
étaient tout a fait cohérent avec ceux de la littérature acquis en microscopie spéculaire aussi bien in
vivo chez les patients que ex vivo sur les cornées conservées a 4°C en Optisol-GS.

L’analyseur Sambacornea fournit une analyse endothéliale fiable, validée désormais tant pour

la mesure de la densité cellulaire endothéliale que pour la morphométrie cellulaire.

Page 85 sur 191



Endothelial Morphometry by Image Analysis of Corneas

Organ Cultured at 31°C
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Purposk. To determine the factors influencing endothelial mor-
phometry by using image analysis of corneas stored in organ
culture to determine the coefficient of variation (CV) in cell
area and percentage of hexagonal cells.

MetHops. The endothelia of 505 of the 559 corneas consecu-
tively stored at the eye bank were routinely analyzed with
Sambacornea image-analysis software (ver. 1.2.10; Tribvn, Cha-
tillon, France) on three large-field images of 750 X 1000 wm,
obtained after osmotic dilation of the intercellular spaces with
0.9% sodium chloride. Analysis was performed on at least 300
cells. The quality of the three-image set was graded poor,
average, or good by an independent observer. The studied
parameters were donor age and sex, lens status, storage time,
and intrinsic quality of captured images. Statistics were ana-
lyzed by nonparametric tests.

Resuirs. Image analysis was possible for 504 of the 505 as-
sessed corneas. Donor age correlated significantly with endo-
thelial cell density (ECD; r = —0.343), CV (r = 0.221), and
hexagonality (r = —0.314; P < 0.001 for the three). Image
quality significantly influenced these three parameters. ECD
and hexagonality decreased parallel to image quality, whereas
the CV increased. In the 258 corneas assessed twice (on aver-
age, at day [D] +4, then D +14) ECD, CV, and hexagonality
decreased during storage.

Concrusions. Despite the sometimes mediocre quality of the
transmitted light microscopy images, endothelial parameters
supplied by the analyzer were clinically reliable, since varia-
tions similar to those long known in specular microscopy were
found. Endothelial morphometry (CV and hexagonality) is
likely to provide further information on the endothelial func-
tion of the graft tissue, perhaps particularly for grafts of bor-
derline ECD, close to the discard threshold. (Invest Opbthal-
mol Vis Sci. 2010;51:1356-1364) DOIL:10.1167/iovs.08-3103
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Asscssmcnt of the endothelial quality of corneas stored in
cye banks is the most important factor in the graft selec-
tion process, after microbiologic safety criteria. The human
corneal endothelial mosaic is typically characterized by its
endothelial cell density (ECD), which, if high, provides a sig-
nificant functional reserve, and by cell morphology. Endothe-
lial cell morphology is assessed by size uniformity (polymegeth-
ism) and cell shape (pleomorphism). The ideal endothelium
has high ECD and low polymegethism and pleomorphism and
therefore presents as a mosaic principally comprising small
hexagons of identical size. In eye banks, these parameters are
assessed by observing the endothelium with a microscope:
either a specular microscope (SM) at the start of storage at 4°C,
when the cornea is still sufficiently transparent and fine, or a
bright-field or phase-contrast light microscope at any point
during organ culture (OC). OC, the standard storage method in
lE,ur()p(-:,l causes reversible stromal edema and a transient de-
crease in transparency, which preclude the use of specular
microscopy.

In eye bank history, many methods have successively been
used to assess ECD and morphometry. Manual methods have
always allowed ECD to be estimated quantitatively and ex-
pressed in number of cells per square millimeter. However,
their reliability of these methods has been questioned in some
cases.”” The development of computerized image analysis has
made counting much more reliable.” ® ECD is a quantitative
criterion that has long been universally recognized as a condi-
tion of graft survival. Further, it has recently been shown, in a
prospective study of a cohort of 500 graft recipients, that high
ECD in the graft is the parameter that most directly retards the
onset of graft opacification by late endothelial failure.” '

The utility of computerized image analysis for the objective
quantification of endothelial morphometry was perceived very
early on, after the development of SM,'""'* and then it became
commonplace with the generalization of computers. Before SM
was used, naked-eye observation of the endothelium allowed
assessment of only polymegethism and pleomorphism, which
could at best be graded in the categories low, moderate, and
high. Image-analysis programs quantify morphometry of ob-
jects using many parameters, of which the most common are
area, perimeter, length of sides (by calculating, for each, their
mean and variance), number of neighbors, form factor, cell
elongation, and deviation.""'* In common practice, derived
from clinical use of commercial SM and the accompanying
analysis software programs, only two criteria are used: coeffi-
cient of variation (CV) of percentage of cell area = standard
deviation of area/mean area (in square millimeters), and the
percentage of hexagonal cells, often called hexagonality, even
though these are probably too restrictive to exhaustively de-
scribe endothelial morphometry.'*'* The importance of the
relationship between morphometry and endothelial cell func-
tion has been discussed for more than 25 years'"'>'® and
direct involvement of morphometric modifications in edema-
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tous decompensation of the cornea has been demonstrated in
pseudophakic bullous keratopathy'” and primitive endothelial
dystrophies.'®'? Conversely, it has been shown that large CV
variations in long-term contact lens wearers have no impact on
endothelial permeability and its deswelling capacity.*® The
influence of morphometric parameters on graft endothelium
quality is unknown. To date, it has only been recommended
that graft tissues presenting high polymegethism be exclud-
ed.”’ We thought it was of paramount importance to deter-
mine whether there are pleomorphism and polymegethism
thresholds that would influence graft survival that could con-
stitute meeting graft discard criteria. We believe that this ques-
tion is particularly crucial for graft tissue with ECD close to the
discard threshold (generally, 2000-2400 cells/mm?, depend-
ing on the bank). To address this point, we thought it was first
necessary to know the criteria variation spectrum given by
endothelium assessment tools in eye banks and to ensure that
these criteria were valid. Unlike storage at 4°C, for which
specular image analyzers have long been used and the morpho-
metric criteria are known, the routine image analysis of optic
microscope micrographs obtained in OC is nascent in Europe.
Last, even in the case of SM, these thresholds are not yet
defined. Even in large-scale American clinical trials such as the
Cornea Donor Study (CDS), graft inclusion criteria relative to
endothelial morphometry are still subjective: Pleomorphism
and polymegethism must be no more than moderate.

The purpose of this work was twofold: to analyze the
relevance of endothelial morphometry data calculated by im-
age analysis during OC and to identify the parameters that
influence them.

MATERIAL AND METHODS
Retrieval and OC

During 20 months, 559 corneas of 280 donors (one donor with a sole
eye) were received at the eye bank of the French Blood Center
(Loire/Auvergne region). Retrieval was performed by in situ excision of
the corneoscleral rim in the morgues of our university hospital and of
two general hospitals by 12 ophthalmologists, 8 of whom were oph-
thalmology department residents. No donor age limit was set. The
retrievers observed each cornea macroscopically to grade its quality as
very good, good, or average, depending on epithelial abrasions, stro-
mal aspect (diffuse edema and localized opacities), endothelial folds,
and presence of an arcus senilis. The presence of an intraocular lens
(IOL) was noted. Corneas were immediately placed in OC medium
(CorneaMax; Eurobio, Les Ulis, France) in a temperature-controlled
incubator at 31°C. The OC modus operandi was as follows: initial
endothelial assessment in the first days of storage with renewal of
medium; further renewal 14 days later, as necessary; graft scheduling;
final endothelial assessment 2 days before grafting; and immersion in
deswelling medium. Corneas with initial ECD lower than 2000 cells/
mm? were not reassessed.

Endothelial Assessments

The two endothelial analyses were conducted using the same protocol.
The cornea extracted from its medium was briefly rinsed by gentle
sprinkling on both sides with saline buffer (Balanced Salt Solution, BSS
plus; Alcon, Rueil Malmaison, France), and the endothelial face was
covered with 0.4% trypan blue (Eurobio) for 1 minute, then with 0.9%
sodium chloride (Aguettant, Lyon, France) for 4 minutes, renewed
every minute. The cornea was placed in a sealed Petri dish and
observed by optical microscope (Laborlux S; Leica, Wetzlar, Germany)
fitted with a digital camera (DXC 755P; Sony, Tokyo, Japan). A series of
10 nonoverlapping photographs was taken with a X10 lens in the
8-mm diameter center of the cornea. Large-field images (750 X 1000
pum) were acquired directly by the Sambacornea software program
(ver. 1.2.10; Tribvn, Chatillon, France) with 768 X 576-pixel resolution

Corneal Endothelial Morphometry by Image Analysis

1357

FIGURE 1.

Endothelial image quality during OC. Representative example
of sets of three images. Visualization of cell borders, background noise,
and surface of area of clearly visible cells were taken into account. A)
Good, (B) average, and (C) poor quality. Scale bar, 200 um.

and 8bit gray level in bitmap format. On the 20-in. screen routinely
used, total magnification of displayed images was approximately X220.
The entire system was calibrated horizontally and vertically with a
calibration micrometer (Leica Microsystems, Rueil-Malmaison, France)
by entering the software’s known dimensions and checked by measur-
ing the ECDs of a specific calibration blade designed for eye banks and
described elsewhere.® This two-dimensional calibration process was
used to take account of any distortions in magnification that could lead
to imperfectly square pixels, a problem that we had observed with
several digital cameras. The actual analysis was conducted by using a
procedure validated®? by either of the eye bank’s two full-time techni-
cians, each of whom had more than 3 years’ experience including
more than 1000 endothelial cell counts. After choosing the three best
available images, the technician delimited the areas of interest to be
counted, avoiding areas of endothelial folding liable to promote paral-
lax errors, and then corrected any boundaries incorrectly recognized
by the software. Unless ECD was too low, 300 cells at most were
counted. The calculated parameters were the number of cells consid-
ered for ECD calculation, ECD (cells/mm?), CV (%), number of cells
considered for calculation of polygonality, and percentages of hexa-
gons, pentagons, and heptagons.

Image Quality

The quality of the three images in each analysis was graded by an
observer (AD) unaware of the donor’s characteristics and of the image-
analysis result, using a three-level score previously described®® and
based on visualization of cell borders, background noise, and surface
area of clearly visible cells (Fig. 1). The score was 2 if the cell borders
were easily visible, with little or no background noise, over at least two
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Immediately discarded
n=54/559 (10%)
-contamination during retrieval 20 (37%)
-lack of analyzable blood 10(18.5%)
-inconclusive serologies 8(15%)

I0VS, March 2010, Vol. 51, No. 3

Retrieved corneas
n=559

-high-risk donors 6(11%)

-endothelium visibly non-compliant 4(7.5%)
-retrieval non-compliant 3(5.5%)
-inadequate transparency 2(4%)

-positive serology 1(2%)

Failure of analysis 1

Analyzed at start of organ culture
n=505/559 (90%)

n=1

1 cornea finally contaminated
and discarded

Valid analyses
n=504

Discarded after first analysis
n=236/559 (42%)
-ECD<2000 68(28.8%)
-contamination at retrieval * 42(17.8%)
-DCE close to 2000** 37(15.7 %)

-true positive serologies 29(12.3%)
-inconclusive serologies 26(11.0%)
-outdated 16(6.8%)

-other endothelial causes 10(4.2%)
-mediocre transparency 3(1.3%)
-contamination during storage 3(1.3%)
-herpetic endothelial necrosis 1(0.4%)
-high-risk donor * 1(0.4%)

*results on retrieval media reached after initial
analysis

**subgroup of ECDs close to 2100 cells/mm? unable
to be quickly allocated to compatible recipients

Continuation of organ culture
=268/559 (48%)

n=259/559 (46%)

Analyzed at end of organ culture

Valid analyses
and ECD <2000
n=20/559 (4%)

(-

Valid analyses
and ECD 22000 (grafts)
n=239/559 (43%)

Grafts without 2™
analysis (urgent grafts)
n=9/559 (2%)

FIGURE 2.
prospective study.

thirds of the image; 1 if the cell borders were easily visible, with
moderate background noise, over one third to two thirds of the image;
and 0 if the cell borders were hard to visualize, with high background
noise, over less than one third of the image. Based on the three scores,
overall quality of the three-image set was graded as poor (0/0/0, 0/0/1,
or 0/1/1), average (1/1/1, 0/1/2, or 2/1/1), or good (2/2/1 or 2/2/2).
Other combinations were not observed.

Statistical Analysis

Unless otherwise stated, data are expressed as the mean (SD) or
median (range), depending on their distribution. Data distribution
normality was tested with the Kolmogorov-Smirnov test (Lilliefors
variant) and the Shapiro-Wilk test, with a nonnormality threshold of
P < 0.05. The mean values of the quantitative variables were compared
by the paired ttest if distribution was normal and otherwise with the
Wilcoxon or the Kruskal-Wallis nonparametric tests. Qualitative vari-
ables were compared by the x* test. Relations between donor age and

Flow chart of analyses of 559 consecutive corneas received at the eye bank during the

endothelial analysis parameters were sought by calculating the Pearson
correlation coefficient ». To study relations between image-set quality
and endothelial parameters, the results of the analyses at the start and
end of OC were grouped. The significance threshold was set at P <
0.05 (Statistical Package for Social Sciences for Windows ver. 11.5.1;
SSPS, Chicago, IL).

RESULTS

Donor Characteristics

The mean (SD) age of the 280 donors was 73 (15) years. All
were Caucasian. The process used with the 559 corneas is
presented in Figure 2. In total, 505 corneas from 253 donors,
aged 72 (15) years, underwent at least one endothelial analysis
by the analyzer.
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TaBLE 1. Characteristics of the 253 Donors from Whom at Least One
Cornea Underwent Endothelial Analysis

n %

Age classes, y

<55 34 13

55-79 124 49

=80 95 38
Sex

Male 170 67
Type of death

Non-heart-beating 230 91
Cause of death

Cancer 84 33.2

Cardiac 74 29.2

Stroke 32 12.6

Respiratory 31 12.3

Infection 5 2.0

Trauma 2 0.8

Poisoning 1 0.4

Other 23 9.1

Unknown* 1 0.4
Lens status (z = 505)

Phakic 440 87

PCL phacoemulsification 43 9

PCL manual 5 1

ACL and aphakic 5 1

Not specified 11 2

PCL, posterior chamber lens; ACL: anterior chamber lens.
* Natural death at 88 years.

Corneas from heart-beating donors were retrieved at the
end of organ retrieval (i.e., in the very first minutes after
circulatory arrest). Postmortem time for the other donors was
15 (range, 3-31) hours. Note that 8.9% were retrieved within
6 hours. The other characteristics are presented in Table 1.

Endothelial Characteristics at the Start of Storage
in OC

The first assessment was performed at 4 (range, 1-12) days
of OC. Only one cornea (0.2%) could not be analyzed be-
cause of poor-quality images of an aphakic eye that was
found several days later to be contaminated. The overall
characteristics of the initial endothelial analysis of 504 cor-
neas are detailed in Table 2.

Significant correlations were found between age, ECD,
CV, and the three polygonality criteria. With age, there was
a decrease in ECD (r = —0.345) and in hexagonality (r =
—0.314), and, conversely, an increase in CV (r = 0.225) and
the percentage of pentagons (r = 0.231) and heptagons (r =
0.214) (P < 0.01 for each of the five items). None of the
parameters differed between sexes. A moderate but signifi-
cant degree of correlation was also found between ECD and
CV (r = —0.402) and hexagonality (r = 0.419; P < 0.01 for
each; Fig. 3).

The 46 corneas retrieved from heart-beating donors had
significantly better endothelial parameters (data not shown)
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than did other corneas, but the donors’ ages were significantly
lower: 48 (range, 34 -77) years versus 78 (range, 16-100) years
(P < 0.01).

Endothelial parameters differed in the three classes, deter-
mined by the retriever’s subjective judgment, with ECD and
hexagonality increasing significantly and CV and percentage of
pentagonal cells decreasing when the stromal aspect was bet-
ter (data not shown). However, this judgment was also linked
to donor age, with 78 (12) years for corneas graded average, 74
(14) vears for corneas graded good, and 68 (16) years for
corneas graded very good (P < 0.01).

Given the low number of aphakic or anterior chamber
lenses (n = 4), these subpopulations were not studied. Com-
pared with postsurgical cataractous eyes with posterior cham-
ber lenses, corneas from phakic eyes had higher ECD and
hexagonality and lower CV and percentages of pentagons and
heptagons (Table 3). The age of postsurgical donors was sig-
nificantly higher than that of nonsurgical donors: respectively,
87 (56-98) and 74 (16-100) years (P < 0.01).

Evolution of Morphometry during OC

Two hundred fifty-eight corneas (51% of the 504, 55% of the
phakic eyes, and only 27% of the eyes with IOLs) underwent a
second analysis at the end of OC, a mean of 9 days (range,
2-24) after the first examination. The mean age of the 154
donors in this subgroup was 69 years (range, 16-99). The
evolution of the endothelial analysis parameters is detailed in
Table 4. ECD, CV, and hexagonality decreased significantly.
Percentages of pentagons and heptagons increased. Daily cell
loss was —1.28% (range, —10.4% to —2.8%).

Endothelial Characteristics of the Subgroup of
Corneas Excluded for Endothelial Reasons after
the First Analysis

Sixty-eight corneas were discarded after the first analysis due to
ECD less than 2000 cells/mm?. Thirty-seven others had be-
tween 2001 and 2354 cells/mm?, but could not be allocated
quickly, and their ECDs were deemed too close to the thresh-
old to be allocated after 15 days of storage (borderline ECD).
Ten other corneas with ECD more than 2000 cells/mm?® were
discarded because of endothelial anomalies—most commonly,
very high pleomorphism and, more rarely, half of endothelial
surface blue after staining with trypan blue; numerous folds;
and subjacent stroma remaining blue, suggesting endothelial
necrosis. Their endothelial characteristics are shown in Table
5. Those of the 37 borderline corneas were compared to the
248 grafted corneas (Table 6). Initial morphometry of corneas
that had borderline ECDs and were finally not grafted was not
as good as that of the grafted corneas. Corneas were grafted
after 15 days (range, 6-29) of storage.

Relations between Image Quality and the Results
of Endothelial Analysis

For the 762 endothelial analyses (504 initial + 258 final), 98
(13%) image sets were graded as poor quality, 500 (66%) as

TaBLE 2. Endothelial Characteristics of 504 Corneas Analyzed at the Start of OC

Mean SD Min Max Median
Cells, n 318 39 105 430 317
ECD, cellsymm? 2672 721 677 4281 2752
CV, % 294 6.3 16.4 60.6 28.4
Pentagons, % 255 4.9 10.7 58.8 25.4
Hexagons, % 52.4 8.9 17.6 80.6 52.5
Heptagons, % 17.0 3.0 5.8 287 17.15
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FiGUure 3. ECD, CV, and percentage of hexagonal cells according to donor age. CV and percentage of
hexagonal cells according to ECD ? < 0.01 for all five; N = 504).

average, and 164 (21%) as good. There were significant differ-
ences in all parameters, showing deterioration when image
quality deteriorated: ECD and hexagonality decreased, and CV

and pentagon and heptagon percentages increased (Table 7).
There was a nonsignificant trend toward deterioration in image
quality with donor age. For the 258 paired endothelial analyses,

TasLe 3. Endothelial Characteristics at the Start of OC of Corneas from Phakic Eyes and from

Postsurgical Cataractous Eyes with Posterior Chamber Lenses

Mean SD Min Max Median P
Cells, n
Phakic 320 35 125 417 318 0.062
PCL 312 46 136 436 312
ECD, cells/mm?
Phakic 2720 683 677 4281 2788 <0.01
PCL 2216 808 805 3852 2147
CV, %
Phakic 292 6.3 16.4 60.6 28.3 0.024
PCL 31.1 6.0 21.6 44.2 31.2
Pentagons, %
Phakic 25.4 4.8 10.7 41.1 253 0.176
PCL 26.8 6.6 17.0 58.8 27.0
Hexagons, %
Phakic 52.8 8.8 21.5 80.6 53.2 0.024
PCL 49.4 9.2 17.6 71.0 48.4
Heptagons, %
Phakic 17.0 3.5 7.8 28.7 17.0 0.063
PCL 17.6 3.4 7.0 233 18.1

Phakic eyes (n = 440); posterior chamber lens (PCL; n = 48).
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TaBLE 4. Evolution of Endothelial Analysis Characteristics during OC

Mean SD Min Max Median P

Cells, n

Start 329 30 154 417 322 <0.01

End 317 20 199 420 315
ECD, cells/mm?

Start 3099 422 2152 4281 3083 <0.01

End 2706 399 1451 3909 2679
CV, %

Start 27.1 4.3 164 40.7 26.7  <0.01

End 25.7 3.4 18.1 36.3 25.4
Pentagons, %

Start 24.1 43 107 39.5 241 <0.01

End 20.2 4.1 128 37.8 26.1
Hexagons, %

Start 55.7 7.7 387 80.6 56.0  <0.01

End 50.7 6.8 30.6 71.0 51.0
Heptagons, %

Start 165 33 7.0 266 16.7  <0.01

End 17.8 3.6 5.2 33.3 18.0

n = 258.

there was a deterioration in image quality between the start
and end of storage, moving from a poor/average/good break-
down of 14 (5%)/142 (55%)/102 (40%) to 35 (13.5%)/195
(75.5%)/28 (11%) (P < 0.01).

Discussion

We used an image-analysis tool specifically developed to mea-
sure ECD and the morphometric parameters of the human
corneal endothelium during OC storage and observed them by
transmitted light microscopy.® Compared with specular mi-
croscopy images, those obtained by transmitted light micros-
copy are considered harder to analyze because the cell borders
are less visible and background noise is higher. Further, the use
of sodium chloride to induce reversible osmotic dilation of the
intercellular spaces can modify cell aspect. However, this dila-
tion does not in theory modify neighboring cell relations or
size relations between cells. The accuracy® and reproducibili-
ty** of the analyses conducted by the analyzer used in the
present study have been reported. Analysis comprised cell
border recognition and manual correction of poorly recog-
nized boundaries, which is the most reliable method for mea-
suring morphometric parameters.>* As well as ECD, CV, and
hexagonality, the analyzer provides percentages of pentagonal
and heptagonal cells, which appear to be important items, at
least for research on the relation between morphology and
endothelial function.’*'* The present work, with a series of
505 corneas routinely analyzed at the eye bank, demonstrates
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the device’s utility for assessing endothelial morphometry de-
spite often difficult imaging conditions.

For the analysis performed at the start of OC, on average 4
days after donor death, (i.e., closest to physiological state), the
measured parameters can be laid over those measured by
different authors, in vivo or ex vivo, using different techniques.
These are shown in Table 8. Note that our mean ECD tended
to be higher than in most studies with specular microscopes.
This difference may be due to underestimation by some de-
vices and/or a difference in counting strategy, as we demon-
strated for the SP2000P SM (Topcon, Tokyo, Japan) relative to
transmitted light microscopy analysis by Sambacornea
(Tribvn).?®

The image-analysis system used in this study and using
transmitted light microscopy can highlight the same changes in
ECD and in morphometric parameters according to age as
those already reported in the literature using in vivo and ex
vivo SM.*"~** However, our population was substantially older
than that in the CDS,*” which explains the difference in the
ECD-age relations found in the two studies: biexponential
decrease in the CDS, which enrolled more young donors, and
linear decrease in our study. Carlson et al.** found, in a pop-
ulation of 80 subjects aged 5 to 79 years, an increase in CV of
28% (r = 0.53, P < 0.001), a decrease in the hexagonality of
14% (r = —0.48, P < 0.001), and an increase in percentages of
pentagons of 50% (r = 0.44, P < 0.001) and of heptagons of
40% (r = 0.33, P < 0.002).%? In that study, permeability to
fluorescein increased with age. Because the age curve of our
population was skewed to the right, we could not calculate
these evolutions. Nevertheless, the coefficients of correlation
between age and endothelial parameters were on the same
order as in Carlson’s study, with significant correlations but
moderate strengths of association.

We found a relation between the retriever’s subjective as-
sessment and the endothelial morphometric parameters. Al-
though the aged-related bias is obvious, it cannot be excluded
that there is a more direct relation between alteration of en-
dothelial parameters and the postmortem corneal condition via
increased endothelial permeability,'*'”-** which could be re-
sponsible for the faster appearance of postmortem edema.

The Sambacornea analyzer (Tribvn) was also able to high-
light morphometric changes caused by cataract surgery, in the
same way as Johnston et al.** found, in 15 patients with TOL
versus 17 phakic control subjects: mean (SD) ECD of 2495
(438) cells/mm? versus 2576 (264) cells/mm? and CV of 32.3%
(4%) versus 30.7% (4%), rcspectivclg,f:"'4 Age was probably also
a factor in the morphologic changes that we found.

We highlighted a relation between image quality and endo-
thelial parameters, with overall image deterioration when en-
dothelial parameters were less good. This effect seems inde-
pendent of age. We suppose that image quality reflects the
cells’ capacity both to react to osmotic preparation (quality of

TasLe 5. Endothelial Characteristics of Corneas Eliminated because of Deficient or Borderline Endothelium

Initial ECD <2000 (n = 68)

ECD Borderline (n = 37)

Other Endothelial Cause (n = 10)

Mean SD Min Max Median Mean SD Min Max Median Mean SD Min Max Median
n 285 57 105 362 304 310 26 232 395 310 301 55 147 334 317
ECD 1499 373 0677 1993 1599 2152 97 2002 2354 2162 2677 279 2357 3203 2567
Ccv 32.2 55 21.6  44.1 31.9 33.8 7.3 21.5 48.4 32.6 38.4 10.1 26.3 60.6 35.5
Pentagons, % 28 59 18.1 58.8 27.3 26.8 4.1 18.5 33.3 27.2 27.8 4.8 20.9 35 26.8
Hexagons, % 45.8 88 176 65 45.1 48.9 89 30.3 67.3 46.9 47.2 8.8 36.3 64.1 45.6
Heptagons, % 17.8 4 58 275 18 17.9 4.3 10 28.7 17.5 17.2 4.5 9.8 23.7 17.5
Mortality, % 0.37  0.69 0 5 0.21 0.27 0.6 0 33 0.1 053 066 0.06 1.6 0.17

n = 105.
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TaBLE 6. Comparison of the Initial Analyses of 37 Corneas with Borderline ECD with Those of the 248

Grafted Corneas

Mean SD Minimum Maximum Median P
Cells, n
Discarded 310 26 232 395 310 <0.001
Grafted 330 28 161 417 322
ECD, cells/mm*
Discarded 2152 97 2002 2354 2162 <0.001
Grafted 3112 428 2204 4281 3083
CV, %
Discarded 338 7.3 21.5 48.4 32.6 <0.001
Grafted 27.0 4.4 16.4 40.7 26.6
Pentagons, %
Discarded 26.8 4.1 18.5 33.3 27.2 <0.001
Grafted 24.1 4.5 10.7 39.5 239
Hexagons, %
Discarded 48.9 8.9 30.3 67.3 46.9 <0.001
Grafted 55.7 7.9 38.7 80.6 56.0
Heptagons, %
Discarded 17.9 4.3 10.0 28.7 17.5 0.079
Grafted 16.5 33 7.0 26.6 16.6
Mortality, %
Discarded 0.27 0.60 0.00 3.30 0.10 0.958
Grafted 0.24 0.37 0.00 3.10 0.11

Mann-Whitney nonparametric test. Discarded, n = 37; grafted, n = 248.

intercellular space dilation) and also to the stromal edema
responsible for endothelial folding and image background
noise. These highlighted relations tend to show that changes in
ECD and in endothelial morphometry result in different cor-
neal behavior and probably reflect an endothelial disorder that
is revealed more easily after death in nonphysiological condi-
tions.

For the subgroup of corneas that had borderline ECD in the
first endothelial assessment and were finally not grafted, image
analysis also highlighted changed morphometric parameters
relative to corneas with higher ECDs. This observation suggests
that these corneas were of lower quality and underscores the
utility of morphometry, in addition to ECD, for qualifying graft
tissue, and therefore probably for aiding in the decision to

TasLE 7. Endothelial Analysis Parameters According to Image Quality, in All Analyses

(Start and End of OC)

Parameter/Quality
of Images Mean SD Min Max Median P
Cells, n
Poor 294 48 105 360 307 <0.01
Average 316 27 116 408 315
Good 338 28 300 420 333
ECD (cells/mm?)
Poor 2386 675 801 3697 2453 <0.01
Average 2645 606 677 4280 2684
Good 2971 501 1291 4281 3001
CV, %
Poor 31.0 6.2 20.1 49.2 30.4 <0.01
Average 28.4 5.7 18.1 60.6 273
Good 255 4.3 16.4 41.3 24.8
Pentagons, %
Poor 28.7 6.1 12.8 58.8 28.4 <0.01
Average 259 4.2 13.4 39.5 25.9
Good 23.5 4.1 10.7 34.8 23.4
Hexagons, %
Poor 46.5 8.6 17.6 67.7 45.3 <0.01
Average 51.2 7.7 30.6 74.6 50.9
Good 57.1 7.0 40.6 80.6 57.2
Heptagons, %
Poor 17.7 4.4 5.8 33.3 17.8 0.008
Average 17.4 3.5 5.8 28.4 17.6
Good 16.5 3.3 5.2 26.6 16.4
Donor age, v
Poor 74 14 36 99 77 0.119
Average 7 15 16 100 73
Good 70 15 34 96 70
n = 762.
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Reykjavik Cornea
Eye Study Donor Study
Yee et al.>® Chu et al.*” Miiller et al.® Zoega et al.*® Sugar et al.>® Present Study
Year 1985 1995 2004 2006 2006 2009
Technique In vivo specular Ex vivo specular In vivo confocal In vivo specular Ex vivo specular Ex vivo optical
Type of analysis Manual Manual Manually Not specified; Computer-aided Semiautomatic
digitalization digitalization assisted count specular manual on on three
of three software one image images
images
Analyzer Heye Schule or — Nidek Noncon ROBO, All types of Sambacornea
Keeler Konan Confoscan Konan specular
2.0/NAVIS
Age, y 70-79 =060 75.7 (10.9) 08 (55-92) =71 72(1%)
Patients, N 9 895 75 672 168 504
Cells, N 100 —_ 77-131° — 50-150 318
ECD, cells/mm? 2630 (60) 2445 2488 (301) 2495 (15) 20692 (273) 2672 (721
CV, % 29(1.2) — — 36.2 (0.3) - 29.4 (6.3)
Pentagons, % 19.1 (0.7 — — — - 255 (4.9)
Hexagons, % 60.6 (1.4) — 47.0 (6.Dt 58.4 (0.4) — 52.4 (8.9)
Heptagons, % 18.7 (1.1) — - — —_ 17.0 (3.6)

Yee et al., in vivo specular microscopy; Chu et al., ex vivo specular microscopy; Miiller et al., in vivo confocal microscopy; Reykjavik Eye Study,
in vivo specular microscopy; and Sugar et al, ex vivo specular microscopy at start of storage at +4°C. Results are expressed as the mean (SD). —,

no quantitative morphometric data available.

* Data item extrapolated from the area of interest and ECD described in the article.
1 Lower than usual data attributed by the authors to the small sample size.

discard them. The changes highlighted during storage in OC
have not been reported. Before this study, only Borderie et
al.>>*® had reported the influence of the deswelling stage on
ECD and morphometry. They highlighted a 27% increase in CV
during 48 hours of deswelling and 7% cell loss during 24 hours.
We found a mean daily decrease in ECD of 1.38%. We also
observed a CV decrease from 27.1% to 25.7%, which indicates
cell uniformization, perhaps due to accelerated mortality of
cells with size that departs from the mean and which may be
more prone to the stresses of death and OC. The decrease in
the hexagonality from 55.7% to 50.7% may be explained by the
deformation of residual endothelial cells to fill the spaces
vacated by dead cells as they desquamate. OC is a particular
nonphysiological condition in which the maintained metabolic
activities of cells*” combined with accelerated mortality>®>”
cause changes to the mosaic, which tend to compensate for
defects. In the living body, slower changes are known and are
highlighted by SM. A significant increase in polymegethism,
associated with a decrease in hexagonality without an overall
change in ECD, has been observed in long-term wearers of
contact lenses™ ! and in cases of diabetes mellitus.™ A de-
crease in hexagonality with no change in CV or ECD has been
described after repeated exposure to ultraviolet rays (arc weld-
ing)"™®* and in keratoconus.”® Increased pleomorphism in
keratoconus may be linked to prolonged wearing of contact
lenses. Repeated exposure to infrared rays (glassblowing) has
been associated with a decrease in hexagonality and an in-
crease in CV but also with an increase in ECD, suggesting
stimulation of cell division.*® The presence of an anterior
chamber lens causes substantial changes, increasing CV and
cell elongation and decreasing hexagonality.*” After penetrat-
ing keratoplasty, a significant decrease in hexagonality without
a substantial change in CV indicates that cell enlargement is
very gradual.™® These morphologic alterations do not revert to
the preoperative level even after 5 years, because of continued
cell loss. ™

In conclusion, the Sambacornea (Tribvn) analyzer of the
endothelium of corneas stored in OC and observed with trans-
mitted light microscopy produced quantitative morphometric
parameters that conformed to those determined in several

other studies with SM, despite sometimes difficult imaging
conditions and the use of osmotic dilation of the intercellular
spaces to visualize the cells. This work concludes a series of
studies validating the various aspects of this analyzer.®522:21.25
Use of this device should therefore make it possible, in the
course of controlled clinical trials, to determine the actual
importance of endothelial morphometry in graft quality and
survival.
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Abstract

The aim of this work was to analyze the magnitude of inherent errors associated with the fixed-
frame counting method for corneal endothelial cell density (ECD) measurements. This technique is
common among most eye banks worldwide. Three types of mosaics were used: regular and irregular
tessellated mosaics (eight increasing densities ranging from 800-3600 cells/mm” by steps of 400
cells/mm?) generated by a computer, and real mosaics (four specimens) obtained from human corneal
endothelium flat mounted and stained with Alizarin Red. On the 3 mosaics, the fixed-frame counting
method was applied using a computer program. The ECD was calculated for 3000 successive random
positions from calibrated grids which area ranged from 50x50 to 300x300um? (incremental steps of
25um). For each grid, the ECD was expressed either as a single count, a mean of five or a mean of 10
measures. The fixed-frame count was constantly associated with an inherent variability but
repeatability increased with larger grid size and ECD. The mean calculated out of 10 measures was the
most reliable, but still, we noted +/- 5% of residual variability from the real ECD. The 100x100pm2
grid manual counts, performed in many eye banks, should be abandoned and upgraded to at least
200x200pum* grid counts. Digital image analysis with a variable frame counting method would be the

best alternative.

Keywords: corneal endothelium, cell count, eye bank, fixed-frame, quality control, reliability

assessment
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Introduction

Corneal graft is the most frequent graft performed worldwide and is continuously developing.
In fact more cases of corneal blindness can now be successfully treated thanks to new surgical
techniques (Tan et al. 2012). Despite huge economic and technical disparities between eye banks
worldwide, all of them apply the minimum security and quality standards for corneal selection. This
ensures the delivery of long-term transparent graft to the recipients. For decades, the endothelial cell
density (ECD, expressed in cells/mm?) has remained and still is the most robust quality criterion to
predict graft quality. Endothelial cells (EC) are a unique population of non-dividing cells covering the
inner face of the cornea and precisely regulate corneal hydration and consequently transparency. In the
past, when almost only penetrating keratoplasty (PKP) was performed, eye banks started to monitor
ECD during storage in order to eradicate primary graft failure associated with poor ECD. Thresholds,
between 2000 and 2400 cells/mm” (EEBA 2012), were set in order to select suitable corneas for PKP.
This large gap in ECD thresholds among eye banks partly reflects individual medico-economic
constraints, with their own acceptable “discard versus delivered” ratio. This difference also
emphasizes inter bank variability for reliable ECD counting (Thuret et al. 2003a; Thuret et al. 2004).
There is clearly a new surge of interest for accurate ECD determination in response to the current
development of endothelial keratoplasty. Indeed, higher ECD are required to counterbalance the
higher endothelial cell loss triggered by the graft preparation (lamellar cutting) and surgery.

ECD is always measured on light microscopy images (Fig. 1). Worldwide, two corneal storage
methods coexist: organ culture (OC) and cold storage. For OC, mainly used in Europe (Pels 1997) and
Australia, the endothelial imaging by transmitted light microscopy is preceded by an osmotic
preparation i.e. incubation with 0.9% sodium chloride or 1.8% hypotonic sucrose solution to dilate
intercellular spaces and reveal the EC. Nowadays, 3 counting methods still coexist among the
numerous eye banks using OC, from the basic one to the most sophisticated: 1) direct naked eye
counting through a graticule incorporated into a microscope eyepiece; 2) manual counting from
endothelial image print-outs with a calibrated grid overlay; and 3) digital image counting using a
software. Both manual techniques rely on the fixed-frame counting method and are routinely used by
2/3 of the European eye banks (EEBA 2012). Several counting software are also based on the same
fixed-frame principle. For the other eye banks using cold storage, endothelial images are simply
obtained by specular microscopy (SM) after warming up the stored cornea. ECD is then calculated by
SM associated software based on a variable frame or at times a fixed-frame.

Conventionally, in the fixed-frame method, we count all elements lying exclusively inside the
frame and those partially included on 2 sides of the frame. All the elements touching the 2 other edges
of the frame are excluded. This edge effect introduces some approximations. (Fig. 2a)(Gundersen

1977; Gundersen 1978).
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Systematic errors (bias) as well as random errors, due to approximations in ECD
determination, may have major consequences for the recipients. When overestimating the ECD, eye
banks will deliver grafts with insufficient endothelial reserves, likely to shorten the graft survival. On
the other hand, when underestimating the ECD, good quality corneas will be wrongly discarded, which
is unacceptable in view of the global corneal graft shortage.

Therefore, we conducted the present study in order to determine the magnitude of inherent

errors associated with the fixed-frame counting method used in many eye banks worldwide.

LA

y
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Fig. 1 Illustration of typical endothelial images of stored human corneas a organ culture. Picture was
taken with a transmitted light microscope equipped with a x10 long working distance objective used in
most of the European eye banks. Scale bar = 100 um b cold storage. Picture was taken by a non-

contact eye bank specular microscope. Scale bars = 100 um

Methods
Designing the three endothelial mosaics

Sets of regular and irregular virtual geometric mosaics were generated by a computer program
designed in Visual Basic language (Microsoft Corporation, Redmond, Washington), each with eight
different densities ranging from 800-3600 cells/mm? by steps of 400 cells/mm?. A third set of four
mosaics, called “real” mosaics, was generated from light microscopic images of alizarin-red stained
human corneal endothelium. These mosaics are derived from human corneas retrieved at the anatomy
laboratory (body donation to science, Faculty of Medicine). This series, with accurately defined ECD
(1153, 2215, 2566, and 3200 cells/mm?2), has already been used to assess the reliability of EC counts
among French eye banks (Thuret et al. 2004). Briefly, EC were stained for 1 min with 0.5% Alizarin
Red (Sigma, St. Louis, Missouri) dissolved in 0.9% sodium chloride with a pH adjusted to 5.2. After a

rinse in phosphate buffered saline, corneas were flat mounted on a glass slide, and endothelial images
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were taken with a light microscope (IX81, Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera,
using a x4 objective. Tagged format file images (2576x1932 pixels) were then processed, using Adobe
Photoshop CS 8.0, to extract a region of interest (ROI), correct imperfect cell boundaries and remove

staining artifacts (Flury et al. 2012) (Fig. 2)

Fig. 2 Fixed-frame counting principle and illustration of the three types of endothelial mosaics
analyzed with the fixed-frame method. a Only grey cells included within the frame and cut exclusively
by two adjacent borders were counted. b computer-generated regular hexagonal mosaics, C computer-
generated irregular mosaic, in order to mimic polymorphic and pleomorphic mosaics, d real human
mosaic after Alizarin red staining of corneal endothelium with illustration of the eleven grids from

50x50 to 300x300 um? assessed in this study. The standard 100x100 pm? grid was highlighted in red.
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Simulation of fixed-frame counting by computer

A simulation of fixed-frame counting was programmed on a computer. A virtual calibrated grid, size
ranging from 50x50um? to 300x300um? (by steps of 25um), was randomly placed over 3000 positions on each
of the 8 regular, 8 irregular and 4 “real” mosaics. The fixed-frame counting method was used, i.e. cells lying
completely within the grid and those crossing or touching the top and left borders were included. For each
position of the grid and each type of mosaic, the ECD was calculated using the formula: ECD (cells/mm2)=
[Number of cells in the grid/ Grid size]. For example, if 30 cells were counted in a 0.01mm? grid, ECD was
30/0.01= 3000 cells/mm>.

Repeatability analysis

Repeatability was defined as the variation in measurements performed with each grid by the computer
program. A single count, a mean of 5 and a mean of 10 successive cell counts (with random positions) were
considered each time. For each ECD generated, the % error from the actual ECD was calculated. For example,
if an ECD of 2256 cells/mm? was found for an actual ECD of 2400 the error was 100 x (2256-2400)/2400=-6%.
A graphical representation of the counting variability was done. Box plots were used to illustrate the 3000
calculated errors for each mosaic and each grid for the 3 situations: single count, mean of 5 and mean of 10
counts. In addition, a 3D histogram was generated to summarize the counting variability (only for the mean of
10 counts) according to grid size and mosaic ECD. The means of absolute values of the 3000 errors were
represented. Complementarily, repeatability was assessed by calculating the coefficient of variation (CV(%)=
standard deviation/mean) of the 3000 ECD for each mosaics and each grid and for the mean of 10 counts.

The study was designed to exclusively assess the fixed-frame counting method, excluding other causes
of counting variability. A computerized counting process was used to measure cells with perfectly visible
contours, so that no cells could be missed out or wrongly recognized leading to extra errors, common in real life
practice. Consequently we set a stringent +/- 5% acceptable error limit, delimited by doted lines on box-plots

figures.

Results

The computerized simulation of fixed-frame counts showed an inherent variability depending
on the grid area. Repeatability increased with grid size and ECD (Table 1, and Fig. 3, 4), especially for
irregular mosaics. For real endothelial mosaics, repeatability was globally lower than for computer-
generated mosaics and the influence of ECD was graphically not obvious (Table 1, Fig. 5). On the 2
box-plots figures, grids of 200x200um? or more were reliable because all boxes and whiskers were
comprised in the +/-5% acceptable error limits. Notably, the mean CV associated with such grids was
less than 2% for all types of mosaics, corresponding to a low level of variation. Smaller grids
(125x125 and 150x150pum?) seemed acceptable for both computer-designed mosaics and were also
associated with mean CV lower than 2%. However they were not acceptable for real mosaics. For
single measurements, the variability was acceptable for grids >200x200 pm? on regular and irregular
artificial mosaics, but was constantly unacceptable for real mosaics. The mean of 10 counts was the

most reliable. Nevertheless, a residual variability still persists with a mean of 10 counts, with
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200x200pum? grid: graphically, for real human mosaics, all the values were indeed between +/-10%

from the actual ECD; 50% of them within +/-5%.

Table 1. Coefficient of variation (CV, in %) of the 3000 computerized counts (mean of 10 counts)

performed for each different grid size on the 8 regular, 8§ irregular virtual mosaics and the 4 real human

corneal endothelial mosaics with increasing endothelial cell density (ECD).

Grid size (side, pm)

ECD 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
800 | 13,08 6,40 280 | 339| 3,12 | 249 1,14 1,04 1,51 1,27 | 0,55
1200 7,40 5,01 407 2,89 250 | 2,03 1,66 1,29 | 0,95 0,65 0,42
1600 6,08 | 441 341 2,59 1,95 1,60 1,29 098] 0,67| 043 0,29
Regular 2000 6,71 439 | 234 092 1,26 1,34 1,02 0,51 0,23 0,32 | 0,34
mosaics 2400 6,60 | 236 2,00]| 2,11 0,88 0,63 09| 049| 024 | 038 0,22
2800 4,81 2,82 239 | 047 1,29 | 0,60 0,48 0,51 0,16 | 026]| 0,14
3200 2,86 | 3,21 1,04 1,67 039] 089 | 0,23 0471 0,19| 0,19] 0,14
3600 4,16 | 2,31 2,02 0,38 0,97 | 0,55 0,30 | 0,33 0,16 | 0,14] 0,11
MeanCV 1 6,46 |3,86 |2,51 | 1,80 | 1,55 [1,27 |0,89 |0,70 0,51 | 0,46 | 0,28
800 | 12,79 5,91 4,16 | 3,93 2,62 1,60 | 2,02 1,70 | 0,98 1,19 1,34
1200 8,36 542 | 3,72 2,68 1,84 1,23 0,96 1,10 1,21 1,14 1,01
Irregular 1600 6,30 345| 2,14 1,57 1,18 0,93 0,721 060| 054 | 046 | 042
2000 6,04 404| 288 | 2,23 1,57 1,02 | 0,65 0,56 | 0,65 0,77 | 0,80
mosaics 2400 6,60 | 3,60 1,86 1,39 1,43 1,35 0,93 048] 0,70 0,81 0,70
2800 5,33 2,41 2,09 1,83 0,86 | 0,98 1,05 0,551 0,61 0,74 | 042
3200 4,11 2491 2,00 093 1,38 0,67 0,85 0,73 0,45 0,72 | 0,28
3600 3,23 2,86 1,26 1,56 | 0,66 1,07 | 041 0,81 0,29 | 0,65 0,25
Mean CV 1 6,60 | 3,77 |2,51 |2,02 | 1,44 | 1,11 {095 |0,82 | 0,68 |0,81 | 0,65
1153 | 10,11 6,63 4,50 | 3,55 2,93 2,51 2,08 1,73 1,54 1,33 1,18
Real 2215 722 496 | 3,75 3,16 | 2,83 2,50 | 223 2,01 1,80 1,67 1,54
mosaics 2566 6,39 398 | 284 | 240 2,19 1,94 1,70 1,54 1,42 1,33 1,20
3200 6,55 426 | 322 264 | 227 1,96 1,79 1,62 1,58 1,50 1,44
Mean CV | 7,57 1496 |3,58 |2,94 |2,56 (2,23 | 1,95 | 1,73 | 1,59 | 1,46 | 1,34
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Fig. 3 Illustration of the counting variability for regular mosaics according to grid size and endothelial
cell density (ECD). Box plots represented the simulated count error compared with the actual cell
density of the mosaic. The thick horizontal lines represented the median of the distribution, the boxes
represented the interquartile range (IQR), and individual circles and asterisk represented outliers.
Whiskers represented the highest and lowest values excluding outliers. A circle corresponded to a
value between 1.5 and 3 times the IQR. An asterisk corresponded to a value more than 3 times the
IQR. In red: variation obtained after a single measure. In green: mean of 5 counts. In blue: mean of 10
counts, as done in most of the eye banks. Doted lines defined an acceptable +/- 5% variability zone.
The 3D graph illustrated the mean error according to the ECD and grid size for the mean of 10 counts.

The classic 100x100 pm? grid was represented in red.
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Fig. 4 Illustration of the counting variability for irregular mosaics according to grid size and
endothelial cell density (ECD). Box plots represented the simulated count error compared with the
actual cell density of the mosaic. The thick horizontal lines represented the median of the distribution,
the boxes represented the interquartile range (IQR), and individual circles and asterisk represented
outliers. Whiskers represented the highest and lowest values excluding outliers. A circle corresponded
to a value between 1.5 and 3 times the IQR. An asterisk corresponded to a value more than 3 times the
IQR. In red: variation obtained after a single measure. In green: mean of 5 counts. In blue: mean of 10
counts, as done in most of the eye banks. Doted lines defined an acceptable +/- 5% variability zone.
The 3D graph illustrated the mean error according to the ECD and grid size for the mean of 10 counts.

The classic 100x100 pm? grid was represented in red.
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Fig. 5 Illustration of the counting variability for real mosaics according to grid size and endothelial cell
density (ECD). Box plots represented the simulated count error compared with the actual cell density
of the mosaic. The thick horizontal lines represented the median of the distribution, the boxes
represented the interquartile range (IQR), and individual circles and asterisk represented outliers.
Whiskers represented the highest and lowest values excluding outliers. A circle corresponded to a
value between 1.5 and 3 times the IQR. An asterisk corresponded to a value more than 3 times the
IQR. In red: variation obtained after a single measure. In green: mean of 5 counts. In blue: mean of 10
counts, as done in most of the eye banks. Doted lines defined an acceptable +/- 5% variability zone.
The 3D graph illustrated the mean error according to the ECD and grid size for the mean of 10 counts.

The classic 100x100 pm? grid was represented in red.

Discussion

We clearly demonstrated inherent errors associated with the fixed-frame counting method for
cell count. A grid size of 100x100um? or less and an ECD lower than 2000 cells/mm” correspond to
the worst situation. A grid size >200x200um” (i.e. four times larger) ensures a reliable count
independently of the ECD. Nevertheless, with large grids, in real life, the counting time and the
probability of missing out cells increase (especially with direct counting technique through a graticule
incorporated into the eyepiece, without any traceability). This is a major obstacle for manual counts’
feasibility with grids larger than 200x200 pm? especially when performed in live without image

recording. In addition to larger grids, a mean of 10 counts is needed to achieve maximum reliability,
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nevertheless remaining intrinsically at +/-5% of the actual ECD. Besides, repeating the manual cell
count ten times, in grids of 200x200 um” may be too challenging.

The fixed-frame method, initially described for counting floating objects in hematology using
Thoma counting chambers or Malassez cells, was later adapted to EC counts.(De Boroviczeny 1966).
An audit of endothelial assessment methods in 22 French eye banks revealed that manual counting,
either in real time or deferred, using the fixed-frame method was the prevalent practice in 20 eye
banks (91%)(Thuret et al. 2003b). A subsequent study using Alizarin red stained endothelial flat
mounts, with known ECD, demonstrated a grossly unacceptable variation in ECD estimations (ranging
from 42% of underestimation to 82% of overestimation among these eye banks.(Thuret et al. 2004))
The use of the fixed-frame method was incriminated among various other factors such as: inadequate
microscope calibration, differences in counting strategies, small grid size and human errors. The
margin of error was especially higher when the ROI was small or corneas had high ECD.

We demonstrate in this paper that approximations associated with the fixed-frame method lead
to inherent errors even when the counting procedure itself is as accurate as possible i.e. with a
computer and on perfectly visible cell boundaries. In this method, theoretically, the area of cells,
which borders are intersected and lie outside the ROI should be exactly equal to the area of the cells
within it. This is true whatever the shape of the ROI (square, rectangle or other shapes). Actually, this
condition is never achieved and some approximation is compulsory, where all cells fully included
within the ROI and those touching only two adjacent borders are counted. Inevitably, counting
fractional cells intersected by the ROI boundary (edge effect) introduces inaccuracies in the ECD

measurements.

In addition to the approximations induced by the counting principle itself, we show that the error
magnitude is particularly important with a 100x100pm2 grid, as a result of extra errors described below. The
counting reticule commonly used is yet a 10 mm square divided into 100 units of 1mm? In each unit, the
endothelial image, magnified 10 times by the objective, is projected and the cells are counted. The endothelial
surface area actually counted in each square unit of the reticule is therefore (0.‘Ix0.1x10=0.1mm2 for a x10
objective. Generally the counting is repeated in 5-10 nonadjacent units after selecting those where cell
boundaries are optimally visualized and the graft ECD is extrapolated from this small sample (at best 1/50° for a
8mm graft). In addition to the errors intrinsically related to the counting method, this extrapolation can lead to
extra inaccuracies. Namely, the physiological regional variations in ECD across the corneal surface(Amann et
al. 2003) and the cellular pleomorphism of some corneas where the cell sample may not be representative of
the area under study.(Binder et al. 1979) This problem however can be circumvented by using larger grids
superimposed on endothelial images as done by some European eye banks.

Another drawback of the fixed-frame method is the lack of morphometric data, coefficient of variation
and percentage of hexagonal cells, that are considered as endothelial functionality indicators (Shaw et al. 1978;
Rao et al. 1984; Acquart et al. 2010; Benetz et al. 2013). The fixed-frame analysis only provides the ECD, as a
single numerical quantification from the ROI. The lack of information on the individual cell surface precludes

morphometric analysis.
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With stored human corneas, additional causes of variability are: 1) observer-related failure to
correctly select cells lying close to or touching the grid margins, ii) the propensity of the human eye to
miss out few cells in a mosaic of repetitive elements, iii) regional variations of the endothelial
response to the osmotic preparation, and iv) effect of physiological corneal curvature and endothelial
folds occurring during storage-induced stromal swelling, which give overestimated count by parallax
error.

In conclusion, for the fixed-frame method, we recommend the counting process to be done
with a grid area of at least 200x200um? or at best to upgrade for a more reliable computer-aided

variable-frame counting method(Deb-Joardar et al. 2007; Acquart et al. 2010; Jonuscheit et al. 2012).
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PUBLICATION 3. Soumise a la revue Cell & Tissue Banking, IF
1,71

Nous décrivons le développement et la validation d’'un dispositif de quantification objective de
la « transparence » et de mesures géométrique du diameétre scléral moyen et du diamétre de cornée
centrale clair sans gérontoxon. La transparence est appréciée via la mesure de la fonction de
modulation de transfert, mesure classique d’évaluation de la qualité d’un systéme optique, basé sur
sa capacité a restituer un bon contraste a partir d’'une mire noire et blanc. Les mesures géométriques
font appel a des algorithmes usuels de seuillage automatique, de binarisation et de quantification
d’'image numérique. La programmation du logiciel spécifique a été réalisé a BiiGC. La mire originale
a été dessinée a BiiGC et photolithogravée en Suisse (pour la précision). Le dispositif est simple et
facilement intégrable dans la salle blanche d’'une banque de cornée (il I'est en pratique a 'EFS
depuis 5 ans). Nous avons montré que les mesures étaient toutes reproductibles et capables de
discriminer les cornées aussi bien que I'expert pour la transparence et le gérontoxon. Aprés transfert
dans la routine de la banque et acquisition systématique des mesures de 358 cornées, nous avons
montré que la transparence n’était pas corrélé a I'dge du donneur, ni a la densité cellulaire
endothéliale mais qu’elle devenait moins bonne au fil de la conservation. Ce dispositif permet de
standardiser le contrdle qualité « transparence ».

Ses performances devront étre de nouveau évaluée sur des cornées restées transparente
grace au bioréacteur. Nous pensons qu’elles seront encore plus pertinentes pour sélectionner les

greffons.
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with donor age nor with endothelial cell density nor with storage time but slightly
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integrable in the facilities of an eye bank, provides reliable objective measurements of
T, CCD, and SRD. This could be a useful tool for standardizing quality assessment of
stored corneas and consequently optimizing their selection for penetrating, endothelial
or anterior lamellar keratoplasty.
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Abstract

We developed a non-invasive device to quantify transparency (7T), clear corneal diameter (CCD) excluding arcus
senilis, and scleral rim diameter (SRD) of stored corneas. The T value (expressed in % on a relative scale), based on
the modulation transfer function principle, referred to the ratio of local contrasts of a special LED back-lit chart
measured with and without cornea. CCD and SRD (in mm) were automatically calculated by morphologic
operations. First, we assessed measurements reproducibility. We then determined the observer agreement of T and
CCD with a 3-level scores given independently by three experts on 179 scientific corneas. Thirdly, an eye bank was
equipped with the device and 358 consecutive organ-cultured (OC) corneas were tested for donors and storage
related factors possibly influencing T and CCD. Reproducibility of T, CCD and SRD measurements was high with
an intraclass correlation coefficient of 0.982, 0.886, and 0.999 respectively. Capacity to discriminate the three levels
of T and CCD was good, with T of 20.0 (10.0-33.6), 38.3 (24.3-75.4) and 57.9 (33.9-90.0) % respectively for T
deemed poor, average, and good (P<0.001) and CCD of 9.8 (7.3-10.6), 10.5 (8.2-11.5), and 11.1 (9.9-12.0) mm
respectively for arcus senilis deemed marked, moderate or absent (P<0.001). T was neither correlated with donor
age nor with endothelial cell density nor with storage time but slightly worsened during OC for corneas assessed
twice. In conclusion, the device, easily integrable in the facilities of an eye bank, provides reliable objective
measurements of T, CCD, and SRD. This could be a useful tool for standardizing quality assessment of stored

corneas and consequently optimizing their selection for penetrating, endothelial or anterior lamellar keratoplasty.

Keywords: Human donor corneas, graft, eye banks, organ culture, tissue quality assessment, transparency, image

analysis.
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Introduction

Presently, most eye banks are delivering corneas for the three main types of grafts: penetrating keratoplasty
(PK), endothelial keratoplasty (EK), anterior lamellar keratoplasty (ALK). For a higher optimization of this limited
resource, corneas are selected, during the storage phase, in order to match the required criteria for each particular
surgical technique. The selection process done by eye bankers relies on three main factors: a good endothelial cell
density (ECD) for PK and EK; an adequate clear central corneal diameter (CCD) which combines the global
corneal transparency (T) at the center of the cornea (generally around 8.00 mm in diameter) and the absence of an
arcus senilis in the trephined area, useful for PK and ALK; and lastly the scleral rim diameter (SRD) large enough to
allow the fixation on an artificial anterior chamber during microkeratome or femtosecond laser-assisted lamellar
cutting (generally 16-18.00 mm in diameter) for ALK or EK.

Transparency is defined as the percentage of transmitted light for each wavelength. T of stored corneas was
assessed directly with devices that measure light transmission through the cornea (Ventura et al. 2005; Parekh et al.
2013) or with a patented optical device able to measure light transmission and diffusion of an ocular medium
(FR2935803-A1 z, WO2010026358A1). It was also indirectly evaluated by using a darkfield biomicroscope (Merin
etal. 2001). Very indirectly, it was evaluated through a system based on optical coherence tomography that was able
to detect stromal scars (Neubauer et al. 2002). Except from the above cited latest published device developed by the
biggest European eye bank (Parekh et al. 2013), none of these advanced optical prototypes have been transferred
into daily practice at eye banks to objectively improve the T quantification. Consequently, T assessment is done, at
best, by a direct ophthalmological slit lamp examination of the cornea of the intact eyeball. A skilled observer,
generally an eye bank technician, is required but a picture can be archived for offline review. In countries - including
France - where enucleation is not authorized for non heart-beating donors, the large majority of retrieval are
performed using in situ excision of the corneo-scleral rim. T is also subjectively assessed at the mortuary, by naked-
eye observation of the cornea before retrieval. (EEBA 2012) This is not reliable because of the non-specific post
mortem alterations of the corneal surface: stromal edema caused by ocular hypotony and body refrigeration,
epithelial dehydration in case of incomplete eyelid closure and mechanical epithelial abrasions. These alterations do
not inevitably correspond to permanent opacities. T is again systematically assessed at the eye bank during storage
but this is still unsatisfactory. Most of the time this assessment is limited to naked eye observation of the cornea
freely immersed (i.e. not immobilized) in its red-colored storage medium in a glass cylindrical vial or a plastic
quadragonal flask whose walls have very poor optical properties or during endothelial assessment when the cornea
is placed in a Petri dish. At best, the cornea can be trapped in a specific device, immersed in a cell or tissue culture
graded plastic flask, with clear flat walls, and assessed with an ophthalmology slit lamp by a skilled observer.
Ultimately, only a semiquantitative assessment of T is done by the eye banks technicians. For CCD, no device has
been described and the assessment of arcus senilis is generally limited to a three level score
(absent/moderate/severe). For SRD, to the best of our knowledge, there is no device, in spite of the importance of
this measure for the growing trend for EK (40% of all keratoplasty procedures in the US in 2012 (EBAA 2012)). In
this work, we developed and assessed a simple and robust device to quantify T, CCD, and SRD, and described its

integration in the routine of an eye bank.
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Material and methods

Description of the device and measurement

The device basically consisted in a back-lit chart and a commercial digital camera (Canon EOS400D,
Tokyo Japan) with a Canon macrolens EFS60mm 1:2.8 connected to a computer terminal equipped with our
homemade software (Fig. 1). The device had a limited volume of 30x30x50 cm. The test chart comprised a window
composed of parallel black lines regularly spaced for T measurement purposes and a blank window for corneal
geometric measurements. We added a series of patterns made of bars of decreasing size, derived from the principle
of the 1951 United State Air Force resolution test chart in order to help accurate focusing. A certified micrometer
also included within the chart was used for calibrating the system for geometric measurements. The test chart was
realized by photolithography (Selba SA, Versoix, Switzerland) on a resistant glass wafer, and was washable in order
to be compatible with a clean room requirement. The cornea was placed on the back-lit chart in an airtight sterile
Petri dish (Becton Dickinson, le Pont de Claix, France) without storage media and with the endothelial side facing
down. The same Petri dish was used for the endothelial assessment under a transmitted light microscope, thus
avoiding a supplementary handling of the cornea. A commercial LED panel made of 90 SMD3528 LEDs with a 10
watts power and 5500-7500 Kelvin color temperature (TheLEDLight, Shenzhen, China), was used in order to ensure
a stable lighting. A first picture was taken in the patternless zone of the chart and a second over the fringe pattern.
The capture process took approximately 10 seconds. Image analysis could be performed live or offline and took 20

seconds more to obtain a report of the results for T, CCD and SRD.

Principles of T, GCD and SRD quantification

The quantification of T was based on the measurement of local contrasts, derived from the principle of
modulation transfer function (MTF) measurement. Measuring the MTF is widely used to evaluate the quality and
performance of an optical system. It expresses the optical system’s ability to transfer contrast from the object plane
to the image plane. Rather than measuring the MTF of the image of a grid “seen” by the cornea, we directly
analyzed the contrast of the grid through the cornea. This was possible and easier because it was not useful to
consider the cornea as a complex optical system but simply as a “window”. The contrast between the brightest and

darkest pixels of each period was measured using the following formula (with L meaning grey level):

L. —L

max ‘min

L+

‘max ‘min

A disc of approximately 8mm in diameter, placed at the beginning of the process at the center of the cornea by the
observer, defined the ROI. Images were first converted to grey scale images (ranging from O=black to 256=white) to
allow detection of the vertical period of the fringes (the fringes being horizontal). For every vertical column of
pixels, the mean of C was calculated, giving local contrasts. The mean of all local contrasts in the ROI was then
calculated. T was C ratio of the fringe pattern through the cornea over C of the fringe pattern alone. For a poorly

transparent cornea, darkest pixels got lighter while brightest pixels were greyish. Hence, the ratio tended towards 0.
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On the contrary, for a highly transparent cornea the ratio tended towards 1, the absolute | value equivalent to no
corneal interposition. For easier interpretation, the values were converted into percentages. As long as the fringes
were visible and analyzable, the ratio was independent of the light source and external luminosity.

To determine average CCD and SRD, the images of the cornea without the fringe pattern were
automatically thresholded and converted into binary data. A morphological binary aperture was done (Serra 1988).
The image object with the greatest surface on the picture was then extracted (Haralick and Shapiro 1992) and the
transparent corneal and scleral surfaces were measured. The minimum and maximum diameters as well as the mean
CCD and SRD were then calculated.

The software was written using C++ and the Qt4 graphical library (free on www(@trolltech.com). The T,

CCD and SRD values were exported to usual spreadsheets and an analysis report (HTLM format) generated.

Performances assessment

We assessed the prototype performances step by step, using human corneas retrieved by ophthalmology
residents by in situ excision of the corneo-scleral rim and not enucleation as required by the French legislation. No
trephine was used during this period, and hence the SRD measurement was useful. Corneas were immediately
immersed in a sealed bottle containing 100 ml of OC medium (CorneaMax, Eurobio, Les Ulis, France) and placed in
a dry incubator at 31°C. Using a first series of 10 corneas, we assessed the reproducibility by checking for any
influence of the corneal position on the chart on the T measures. Each cornea was analyzed 10 times, with a 36
degrees rotation between each measurement. We expressed the reproducibility of repeated measures by calculating
the mean+/-standard deviation and the 95% confidence interval (ys0,CI) of the distance of the 10 measurements with
their mean value (distance = 100xabs(measure,-mean)/mean)). In addition, the intraclass correlation coefficient
(ICC) of variation was also calculated.

Secondly, using a series of 179 scientific OC human corneas, we determined the agreement of T and CCD
measurements with the grading, by naked eye evaluation, done by three experts. OC can impact T due to the
hydration folds and stromal edema present during the storage process. In order to include a broad spectrum of T and
CCD, corneas were analyzed after 2 or 3 days of OC (n=98), after 3 weeks of OC (n=67), and after 48 hours of
deswelling in a dextran containing medium (Cornealet, les Ulis) known to increase T (n=14). The experts performed
their scoring of images of the corneas placed on the back-lit chart. They graded transparency and arcus senilis on a
scale from 0 to 2 (Fig. 2). Cases with dissimilar grading were reviewed. This large series of OC corneas can be
properly considered as a sufficient sample to cover the usual spectrum of T. We artificially stretched the scale in
order to attribute a score of 10% to the most opaque cornea and 90% to the most transparent cornea. An upper 10%
security margin was voluntarily provided for “super transparent” corneas and a lower 10% margin for “super
opaque” corneas. The aim of re-scaling was to facilitate corneal discrimination and to provide a simple scoring

system for eye bankers.
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Thirdly, the device, designed for a rapid translation in routine practice, was incorporated during one year in the
facilities of our eye bank (Saint Etienne, Auvergne-Loire French blood center), for the usual assessment process of
all the OC corneas. The aim of this series, consisting of 358 consecutive corneas from 189 donors (169 pairs and 20
isolated corneas), was to establish the normal spectrum of T and CCD of OC corneas. Donors’ age was 76 (median)
(25-95) years old (non standard distribution), consistent with the usual corneal donor population in Europe (EEBA
2012). Corneas were first assessed between day | and day 7 after reception and controlled again 48 hours before
grafting, i.e. during transfer to the deswelling medium (Cornealet, Eurobio). Paired corneas were assessed in

parallel. We studied the correlation between T or CCD with donors characteristics and OC duration.

Statistics

The normality of the data distribution was tested using both the Lilliefors variant of the Kolmogorov-
Smirnov test and the Shapiro-Wilk normality test, with the cutoff for non-normality set at P<0.05. Data was
expressed as mean (Standard deviation SD) and 95% confident interval (CI) in case of normal distribution or as
median (min-max) for non-normal distribution. Differences in T and in CCD between the 3 experts’ scores were
studied using the Kruskal-Wallis non-parametric tests. The correlations between paired corneas, between T, CCD
and donor and conservation parameters were measured by calculating the Pearson coefficient r. Reproducibility of
repeated measures of T, CCD and SRD were assessed and expressed as intraclass correlation coefficient (1CC) with
their 95%Cls. ICC were calculated using a two-way mixed effects model with a consistency option. Statistical

analysis was performed using SPSS 11.5 for windows. P<0.05 was deemed significant.

Results

Measurements reproducibility after rotation on the chart

For T having & mean scores ranging form 13 to 73% (median 21), ICC was 0.982 (950,c1(0.959-0.995)).
Repeated measures were at 7.9+/-6.3% of their mean value (os0,c1(6.7-9.1)). For CCD having mean scores ranging
form 6.9 to 9.5mm (median 7.9), ICC was 0.886 (9s0,c1(0.770-0.964)). Repeated measures were at 2.7+/-2.8% of
their mean value (gs0,c(2.1-3.2)).  For SRD having mean scores ranging form 16,9 to 19,9mm (median 18.7), ICC

was 0.999 (9s0,01(0.997-1)). Repeated measures were at 0.14/-0.1% of their mean value (gs0,c1(0.08-0.15)).
T and CCD measures agreement on 179 scientific corneas scored by experts (Fig. 3)

The device was able to discriminate between the 3 classes of T-scores established by the experts: T was
20.0 (10.0-33.6), 38.3:0 (24.3-75.4) and 57.9 (33.9-90.0) % respectively for T-score deemed poor, average and good

(P<0.001). T was respectively 51.6 (13.7-90.0), 43.3 (10.0-67.7), and 53.5% (32.7-73.2) for corneas assessed at the
beginning, at the end of storage, and after deswelling (P=0.015).
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The device was also able to discriminate between the 3 classes of CCD-score corresponding to arcus senilis
established by the experts: CCD was 9.8 (7.3-10.6), 10.5 (8.2-11.5), and 11.1 (9.9-12.0) mm respectively for arcus

senilis deemed marked, moderate and absent (P<0.001).

Analysis of 358 eye bank organ-cultured corneas

Transparency

A total of 559 analyzes were performed (358 at the beginning and 201 at the end of OC). T followed a lefi-
skewed non-normal distribution (Kolmogorov-Smirnov = 0.069, P<0.001). Median T was 31.4% (6.3-91.5). Using
the 358 initial analyzes performed between 1 and 7 days after retrieval (median 4), we found no correlation with
donor age (Fig. 4A). A negligible relationship was found between storage duration and T (r=-0.164, P<0.01) (Fig.
4B) and none between initial ECD and T (r=0.115, P=0.03) (Fig. 4C). T of paired corneas (n=169) were strongly
correlated (r=0.695, P<0.01) (Fig. 4D).

We compared, out of the 358 corneas initially analyzed: donor age, storage time, and endothelial cell
density between the group comprising of the 10% most transparent corneas and the rest of the series but found no

significant differences (Table 1).

Table 1. Characteristics of the 10% most transparent corneas assessed by modulation transfer function.

10% clearer corneas 90% other corneas P
(T=60.6%, n=35) (T<60,6%, n=323)
Donor age 78 (47-88) 76 (25-95) 0.344
Storage time 3(2-7) 4 (2-7) 0.075
Endothelial cell density (cells/mm”) 2277 (673-3651) 2231 (712-3805) 0.506

For the 201 corneas analyzed twice (at the beginning and at the end of OC), T decreased significantly from

28.5% (8.1-73.1) 34.6% (8.6-91.5) to 25.2% (6.3-59.3) 30.5% (6.3-73.9) (P=0.001).

Clear cornea diameler and scleral rim diameter

Median of CCD of the 358 initial analyzes was 10.9mm (8.1-12.3). For the 201 corneas analyzed twice,
both CCD measures were comparable 10.9mm (8.2-12.3) vs 10.9 (8.5-12.5) and strongly correlated (r=0.624,
P<0.001) (Fig. 5A). CCD was moderately correlated with donor age (r=-0.368, P<0.01) (Fig. 5B) but was not
influenced by T (no significant correlation) at the time of measurement (Fig. 5C). Median of SRD of the 358 corneas

was 17.4mm (13.5 to 21.4) and was strongly correlated with the repeated measurements at the end of the storage

(r=0.954, P<0.001) (Fig. 5D). Five exceptions with discrepancies corresponded to tilted corneas in the petri dish or

to iris shred overstepping the scleral edges only for one of both measurements (data not shown).
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Discussion

The simple and robust device presented here, composed of a small space occupying hardware, and a
standard personal computer equipped with an original homemade software, is easily integrable in the facilities of an
eye bank. Three important parameters of the stored corneas are obtained in real time: transparency, clear corneal
diameter and the scleral rim diameter. While existing devices only measured transparency, our device brings a true
innovation. The objective output data requires no specific skills. Comeal assessments with the device for T and CCD
gave similar results to those performed by the experts. Note that experts assessed corneas in better working
conditions than eye bank technicians who perform naked eye examination directly through the bottle or viewing
chamber walls without a chart background. Here experts assess T and CCD of corneas placed in a clear flat Petri
dish over the highly contrasted back-lit chart. Noteworthy, some eye banks use similar charts for naked eye semi-
quantitative transparency assessment (personal observation of several American eye banks). Our original chart
includes several improvements such as marks for better focusing and a certified micrometer for calibration. Our
device brings out additional objective parameters to describe comneas. These data could be compiled with existing
ones, especially endothelial cell density, in the unified coding system to express the cornea quality (Armitage et al.
2013).

These rapid (<30 sec) and non-contact measurements are done directly in the same airtight Petri dish as for
the endothelial control. Therefore there is no extra risks of impairing the graft quality of increasing the
microbiological contamination. The use of a LED back-lit chart decreases the risk of excessive warming. Although
it was not tested, it is likely that the specifically designed chart and software could also be used with images
obtained from macroscopes (also called macro zoom microscope systems). These are long working distance high
resolution optical devices that have recently equipped several eye banks interested by the ability to do both global
large field observations and cellular scale zooming.

SRD measurement relies on standard algorithms for image analysis (thresholding on 256 grey levels,
binarisation and geometric measurements). The SRD is calculated after initial calibration of the system with a
certified micrometer engraved in the chart. Based on this reliable SRD value obtained, we can immediately decide
whether the corneal button will be suitable for a safe anchoring on the anterior artificial chamber for the
microkeratome or femtosecond laser lamellar cutting. Recently, the Eye Bank Technical Advisory Group (EBTAG)
has discussed the opportunity to add to the ISBT128 label (ISBT 128 is a global standard for the identification,
labeling, and information transfer of human blood, cell, tissue, and organ products across international borders and
disparate health care systems) a code indicating whether the scleral diameter has been measured or not (Armitage et
al. 2013).

The quantification of CCD is a useful indicator of the arcus senilis width which helps to select the largest
trephination diameter with no white peripheral rim. As a result of the old mean donor age and the absence of donor
age limits in most European countries, arcus senilis is frequently observed in eye bank corneas. Trephination in this
zone would lead to an unaesthetic post-operative aspect, especially for dark iris. Furthermore, in our experience

(more than 1500 PKP) trephination passing through the arcus senilis could increase the risk of bevelled cut during
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mechanical trephination. Although this has not yet been reported, arcus senilis could also theoretically decrease the
efficiency of femtosecond laser during vertical or horizontal cutting procedures. Finally, despite the lack of
evidence-based data, some surgeons subjectively decry marked arcus senilis as low quality corneas. With a
quantitative measurement of arcus senilis, such corneas will be primarily dispatch for small diameter PKP, EK, or
tectonic grafts. With our device, the images were thresholded for the CCD measurement. Its reproducibility was
highly acceptable and # was not influenced by the transparency. However, some variability may prevails due to,
blurry limits between the arcus senilis and the clear cornea in contrast with the sharp borders between the sclera and
the naked Petri dish used for the SRD measurement.

Transparency is indirectly measured from the modulation transfer function. In the past, for our
experimental studies, e.g. evaluation of a new storage medium or a new deswelling agent, we were used to assess
transparency by a semi-quantitative manual scoring system. Corneas were placed in similar Petri dish on a test chart
made of parallel black lines of decreasing thickness (Thuret et al. 2005; Zhao et al. 2008; Zhao et al. 2012). This
contrast scoring technique was nevertheless not quantitative and varied according to the corneal position on the
asymmetrical chart. Here, we present a computerized version of contrast analysis on a simple test chart. It was as
discriminating as the experts to classify corneas. The measuring process was simplified by the incorporation of a
micrometer and the help-to-focus patterns present on the test chart. Besides, for the measurement technique a
specific chart composed of parallel black lines is needed. The main advantage of this chart is that the cornea does
not have to be perfectly centered on the chart compared to another device (patent FR2935803-Al1 ¢z,
WO02010026358A1) that uses a round chart composed of radial black and white sectors (note that instead of using
the principle of contrast measurement, this device measures the transmission and diffusion of light through ocular
media). A drawback is that the areas of the cornea strictly above the black lines cannot be evaluated. Nevertheless
the reproducibility of the measurement was highly acceptable after random rotation of the cornea on the chart. In
order to overcome the residual variability we are assessing a rotating chart.

During storage in OC, the most widespread method for corneal storage in Europe (Pels 1997; EEBA 2012),
the stroma rapidly swells, twice in thickness, due to water accumulation in the extracellular matrix . The collagenic
stroma has a natural imbibition pressure, driven by the hydrostatic forces triggered by the glycosaminoglycans
regularly placed between the collagen fibrils. This “hydration” force is no more counterbalanced by the
“dehydration” forces namely the intraocular pressure and the endothelial pump function. The global corneal
transparency is temporarily reduced as a result of the edematous stroma which generates posterior folds as well.
These two phenomena are obstacles for a sharp assessment of the real graft transparency. The minor correlation
found between T and storage time confirms that stromal edema, present at the initial assessment, reaches its peak
during the first days of OC. Rationally within the range of this series, neither donor age nor ECD influenced T, as it
is the case in the clinical practice. Similarly, at the beginning of storage process, we found no significant difference
for donor age, storage time and ECD between the 10% most transparent corneas and the less transparent corneas.
The influence of other parameters, like the quality of the epithelial layer and the degree of posterior folding, likely to

interfere with T measurements are to be investigated in the future.
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Unlike the experimental series of 179 corneas, no data could be obtained after the deswelling step in the
series of 358 eye bank-stored corneas, because no further handling of the corneas is then authorized. Nevertheless in
this smaller experimental series with 14 deswelled corneas, the T significantly increased after deswelling and even
surpassed the T measured after a few days of OC. It is likely that T measurement on deswelled corneas would be
more useful for the selection of corneas for PKP, ALK or EK. Further improvements or modifications of the OC
process are necessary to be able to use this new control device during deswelling without increasing the risk of
infection due to supplementary handling. Moreover, the present version of the device is not accurate enough to
detect localized opacities like traumatic or infectious keratitis sequelae. The analysis of very high-resolution images,
like those obtained with a macroscope (rather than with a commercial digital camera equipped with a macro lens),
with a complementary image analysis algorithm is currently being studied by our team.

In conclusion, geometrical measurements of CCD and SRD are immediately integrable in the routine
practice of eye banks to help in the selection of corneas for specific applications. The device provides objective
quantitative reproducible data such as for the estimation of transparency with MFT. This will be useful in
comparative studies like those necessary to assess new storage or deswelling media or new global storage processes.
We still have to investigate its application for eye bankers in differentiating normal from pathological

transparencies, and especially if a threshold value can be established.
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Figures and Table legends

Fig. 1 Presentation of the device. a Global view showing the cornea placed on the back-lit chart, the camera and the
personal computer with live display of the on going analysis. b Test chart: on the left a blank zone was necessary for
clear central diameter and scleral rim diameter measurements. On the right a fringe pattern for modulation transfer
function determination assimilated to transparency measurement. A micrometer, included in the chart, was used to
calibrate the software and a focalization chart to allow sharp focusing in the plane of the chart. All pictures were
taken at 1/400s and /6.3 aperture and ISO 100,

Fig. 2 Representative examples of transparency and arcus senilis scoring, done by the experts, for performance
assessment of the device. Transparency was deemed: good when the black and white fringes were seen with an
excellent contrast and in the presence of a white background close to the standard white extra corneal background;
average when black fringes were seen with a worse contrast and with a yellowish background; poor when fringes
were observed with a very low contrast and a homogeneous yellowish background. Arcus senilis was either absent,
moderate when arcus senilis was seen outside the usual trephination area, and marked when arcus senilis was likely

to reach the potential trephined area.

Fig. 3 Agreement between the experts’ evaluation and the new device. a Box plots of transparency versus
modulation transfer function, and arcus senilis versus clear cornea diameter. The boxes represented the interquartile
distances with the median (horizontal solid bar). Whiskers represented the highest and lowest values that were not

outliers. Circle: value >1.5 times the interquartile space (mild outliers). For each category the number of occurrence
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was indicated above the horizontal axis. b images showing the extreme situations of the series.
Fig. 4 Relationship between transparency assessed by the modulation transfer function and donor age, storage

duration, endothelial cell density and among paired corneas.

Fig. 5 Analysis of geometric parameters, clear corneal diameter (CCD) and sclera rim diameter (SRD). A
Relationship between repeated CCD measurements, B between CCD and donor age, C between CCD and

transparency, D between repeated measurements of SRD

Table 1. Characteristics of the 10% most transparent corneas assessed by modulation transfer function.

Figure 1

Figure 2
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PUBLICATIONS COMME CO-AUTEUR en contréle qualité
cellulaire de la cornée.

Comparison of Two Semiautomated Methods for
Evaluating Endothelial Cells of Eye Bank Corneas

Nilanjana Deb-Joardar,"* Gilles Thuret,"*> Min Zbao,' Sophie Acquart,®> Michel Péoc’h,"

Olivier Garraud,” and Philippe Gain'*

Purrose. To compare two semiautomated methods of evaluat-
ing endothelial cells of eye bank corneas.

MEeTHODS. Using a commercially available semiautomatic endo-
thelial analyzer, seven observers determined the endothelial
cell density (ECD), coefficient of variation (CV) of cell area, and
the percentage of hexagonal cells (hexagonality) of the light
microscopic images of the endothelium of 30 organ-cultured
corneas. The image quality was graded as good, average, and
poor. Border (contour detection and manual retouch) and
center (indicating cell centers) methods for identifying endo-
thelial cells were compared. The interobserver variability in
ECD determination (indicating reproducibility) and morphom-
etry was statistically analyzed by using the two methods. The
importance of accurate pointing of cell centers was assessed by
counting on 10 standard photolithographic mosaics and noting
the time taken.

Resurrs. There was no significant difference in the interob-
server variability or between ECDs obtained by the border and
center methods. Decrease in image quality had a similar influ-
ence on both methods. Although measurement of hexagonality
was acceptable by both methods, the CV was reliable only with
the border method, with a significant underestimation by the
center method. However, an accurate indication of cell center
slightly improved the CV estimation.

Concrusions. Although both the border and center methods of
semiautomatic evaluation of eve bank corneas measure similar
ECD with a similar reproducibility, only the border method
gives a reliable morphometry. (Invest Ophthalmol Vis Sci.
2007;48:3077-3082) DOIL:10.1167/iovs.06-1162

he corneal endothelium may be visualized as a monolayer

consisting of reasonably symmetrical repeating units with
a distinct cell border and an intracellular space. Image analyz-
ers available for determining endothelial cell density (ECD)
from light microscopic images function on two basic princi-
ples. The first is based on individual cell detection by one of
two methods: (1) counting the endothelial cells (ECs) after the
true cell boundary is identified with a software program that
analyzes the contrast between the cell border and the intracel-
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lular space. This is referred to as the “border method” and is
most commonly used'™*; (2) manual or computer-assisted de-
termination of the center of each cell sometimes followed by
the generation of hypothetical EC borders—a process referred
to as the “center method.” The second concept uses Fourier
analysis to determine the spatial frequencies of the repetitive
pattern of the ECs.® The individual cell detection methods are
more advantageous than the Fourier analysis because, in addi-
tion to determining ECD, they permit measurement of the
morphometric parameters of the ECs.

As the reliability of the border method has been validated in
previous studies,®” we sought in this study to compare the
accuracy and the interobserver reproducibility of the center
and border methods in measuring ECD and the morphometric
parameters of the endothelium of eye bank corneas.

MATERIALS AND METHODS

Evaluation of Eye Bank Corneas

Endothelial Image Acquisition. Corneas from donors of
mean * SD (range; median) age of 68 = 19 (29-91; 73) years were
retrieved at 8 = 9, (0 [heart-beating donors]-24: 3) hours postmortem.
These were stored in the two commercially available organ culture
media (Inosol; Chauvin, Labege, France, or CorneaMax; Eurobio, les
Ulis, France) for 3 = 2 (1 -9; 3) days at 31°C and studied before
deswelling. The endothelial surface was visualized at 10X magnifica-
tion using a standard direct optical microscope (model DMLB; Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) after a brief incubation for 4
minutes with 0.9% sodium chloride. Endothelial photographs were
acquired using a monochrome charge-coupled device (CCD) video
camera (model XC- STSOCE; Sony Corp., Tokyo, Japan) and digitized by
using a video frame grabber (DT- 3155; Data Translation, Marlboro,
MA). Three wide-field (1000 X 750 pm) images of randomly chosen
nonadjacent zones of the central endothelium were taken at a resolu-
tion of 768 X 576 pixels in 8-bit gray level and saved in bitmap (BMP)
format. Image quality was graded (good, average, or poor) on a three-
level score. The score was deemed “good” if the cell borders were
clearly visible over two thirds or more of the image with little or no
background noise; “average” if cell borders were well visualized, back-
ground noise was moderate, and cells were visible over one third to
two thirds of the image; and “poor” if cell borders were hard or
impossible to visualize, background noise was high, and cell borders
were visible on less than one third of the image area. Images of the
endothelium from 30 corneas that had three different scores (12 [40%]
good, 9 [30%] average, and 9 [30%)] poor) and a wide range of ECDs
were chosen for the study so as to represent routine eye bank practice.

Semiautomated Analysis by Border and Center Meth-
ods. Seven skilled observers, comprising eye bank technicians and
researchers, each having performed more than 500 counts and belong-
ing to two eye banks (Saint Etienne and Grenoble, France) analyzed the
endothelial images. Using an upgraded version of a tri-image corneal
endothelial :malyzcr‘ (Sambacornea ver.1.2.10; Sambatechnologies,
Meylan, France), two different semiautomated strategies were used to
evaluate the EC images.

First, images were analyzed using the border method where the
observer selected the endothelial areas to be examined (Fig. 1). The

3077
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Reproducibility of Endothelial Assessment during
Corneal Organ Culture: Comparison of a Computer-
Assisted Analyzer with Manual Methods

Nilanjana Deb-Joardar," Gilles Thuret," Yann Gavet,* Sopbhie Acquart,5 Olivier Garraud,®

Harald Egelboffer,* and Philippe Gain'

Purpose. To investigate the reproducibility of endothelial as-
sessment of organ-cultured corneas with the computer-assisted
Sambacornea analyzer in comparison with manual methods.
MEerHODS. Seven observers of two eye banks determined the
endothelial cell density (ECD) of 30 corneas through a grid
overlay placed on endothelial photographs using two manual
modes, unaided (naked-eye) and pointing (point-out). ECD was
measured with the analyzer, first in automated mode, where
analysis was completely machine determined, and then in
touched-up mode, where the observer selected the analysis
zone and corrected poorly drawn cell borders. Interobserver
variability of ECD for the different methods was compared.
Reproducibility of morphometry parameters was determined
for the touched-up mode.

Resurts. Interobserver variability was +19.2% (95% confidence
interval [CI], 13.0-25.4) and *17.6% (95% CI, 11.9-23.3) for
the naked-eye and point-out mode, respectively, whereas the
touched-up mode gave the least variability of +9.6% (95% CI,
6.5-12.7), confirmed by the highest intraclass correlation co-
efficient of 0.95 (95% CI, 0.91-0.97). Interobserver variability
increased with worsening image quality. Manual modes under-
estimated ECD (naked-eye by a mean 10.7% [SD, 2.9%], point-
out by a mean 6.9% [SD, 2.3%]), whereas the automated mode
overestimated ECD by a mean 14.7% (SD, 24.3%). Reproduc-
ibility of morphometric parameters by the touched-up mode
was acceptable but was influenced by endothelial pleomor-
phism.

Concrusions. Manual counting shows systematic underestima-
tion of ECD with high interobserver variability. The analyzer in
automated mode overestimates ECD and is absolutely unreli-
able. Detection of cell contours by the specific algorithm,
combined with manual correction by a skilled technician, ap-
pears to be the most reliable method of ECD and morphometry
determination.  (Invest Opbthalmol Vis Sci. 2007.48:
2062-2067) DOI:10.1167/i0vs.06-1043
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Endothclial cell density (ECD, expressed in cellsymm?) is the
principal quantitative criterion of the suitability of corneas
stored in eye banks for graft. In Europe, where organ culture is
the preferred method of storage, ECD evaluation is performed
with the use of a light microscope." The first step, contrary to
specular microscopy evaluation, is to render the endothelial
cells (ECs) visible thanks to an osmotic dilation of intercellular
spaces using generally 0.9% sodium chloride.® Several counting
methods exist and can be divided into 2 main categories,
manual and computer aided.

Throughout Europe, manual counting is more commonly
performed by observation through a calibrated reticule fitted in
the eyepiece or by printouts of endothelial images, with cells
pointed out on a grid overlay of a known surface area. Manual
methods are subject to instrument- and observer-related varia-
tions. We previously reported on the unacceptable lack of
reliability of manual counts in 21 French eye banks with inter-
bank and intrabank (i.e., intertechnician) variations; 59% of the
counts varied more than 10% of the actual ECD, and the
deviation ranged between 82% overestimation and 42% under-
estimation. This was attributed mainly to a lack of microscope
calibration and the use of different counting strategies.™>

Computer-assisted analyzers with digitized light microscopy
images have been used for endothelial evaluation since the
mid-1980s.°® Recent years have seen the introduction of dig-
ital image acquisition and improved computer algorithms,
which allow a reliable estimation of endothelial parameters.” "
Recently, a fully automated analyzer based on Fourier transfor-
mation of endothelial images without cell contour recognition
was validated and is an encouraging sign for the modernization
of eye bank endothelial assessment techniques.'” The triimage
analyzer Sambacornea (Sambatechnologies, Meylan, France),
which was based on a prototype developed at our research
laboratory in collaboration with the Centre of Medical Engi-
neering of Saint Etienne, measures ECD by automatic cell
contour recognition.” Application of this algorithm, in combi-
nation with observer-mediated manual corrections tested on
standard microlithographic mosaics with mathematically pre-
determined cell densities mimicking the human endothelium,
has been shown to be accurate.'' Nevertheless, regarding
routine application on organ-cultured corneas, the usefulness
of the analyzer to reduce the interobserver variability and its
comparison with manual counting methods remained to be
evaluated. Given that automated and semiautomated counting
methods exist in the analyzer, the purpose of this study was to
investigate their reproducibility in comparison with the two
manual counting methods.

MATERIALS AND METHODS

Endothelial Imaging

Corneas stored in organ culture at 31°C in medium (CorneaMax [Eu-
robio, Les Ulys, France] or Inosol [Baush and Lomb Chauvin Opsia,
Labége, France]) were studied before the deswelling process. The
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Standard Microlithographic Mosaics to Assess
Endothelial Cell Counting Methods by Light Microscopy
in Eye Banks Using Organ Culture

Nilanjana Deb—]oam’.ca!r',1’2 Gilles Thuret,"* Georges-André Racine,” David Pons,*
Gerald Brun,* Olivier Parriaux,* Michel Peoc’h," Sophie Acquart,"> and Philippe Gain'

Purposk. To develop standard microscopic hexagonal mosaics
mimicking the human corneal endothelium for quality control
of endothelial cell density (ECD) measurement and verification
of cell counting strategy by light microscopy in eye banks using
organ culture.

MEeTHODS. A standard slide, the Keratotest, was developed with
10 laser-engraved mosaics and different predetermined “cell”
densities representing the range of ECDs observed routinely.
Horizontal and vertical micrometric scales were etched adja-
cently to each mosaic, and a standard microscopy resolution
test pattern was included. The Keratotest was applied to assess
the reliability of a computer-assisted analyzer developed for
corneal endothelial evaluation based on light microscopy im-
ages.

Resurrs. The Keratotest consisted of 10 microlithographic ho-
mogeneous mosaics of 1-mm? printed area and 1.2-um cell
boundary thickness. The micrometric scale associated with
each mosaic aided in simultaneous verification of microscope
calibration, and the test pattern aided in checking the micro-
scope resolution. The design was unalterable and reproduc-
ible, and the glass slide incorporated in a carbon fiber support
ensured easy handling and safe transport. Evaluation of the
Keratotest mosaics by the computer-assisted analyzer found a
high level of agreement (error margin between +0.12 and
-0.46%) with the laser-engraved cell density.

Concrusions. This prototype device enabled assessment of reli-
ability of ECD measurement in eye banks. It also allowed verifi-
cation of the calibration and resolution of light microscopes.
Periodic validation of counting procedure in eye banks with
mosaics of known “cell” densities should be useful for standard-
ization of donor corneal tissue quality control. (lnvest Ophthal-
mol Vis Sci. 2006;47:4373-4377) DOL:10.1167/iovs.06-0530
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Endothclial cell density (ECD) is the principal criterion for
quality evaluation of donor corneal tissue in eye banks. The
ECD of the grafted cornea determines its survival with time in
terms of maintenance of transparency.'? An ECD of 2000 to
2400 cells/mm? is considered by most eye banks in Europe to
be the standard cutoff for corneal delivery.®* ECD is estimated
on a small sample of few hundred cells out of an estimated
250,000 to 350,000 cells present in the cornea. It is therefore
imperative to have a precise and reproducible method of ECD
evaluation that would help standardize donor tissue evaluation
methods and exchange between eye banks.

In Europe, where organ culture is the storage method of
choice, the endothelium is viewed directly under a light mi-
croscope after osmotic preparation consisting of incubation of
the endothelial face of the cornea for 1 to 4 minutes in 0.9%
sodium chloride or 1.8% sucrose.* This dilates the intercellular
spaces and enables the visualization of cell contours that are
otherwise invisible. From this preparation, cells are most often
counted manually in real time by observation through a cali-
brated reticule fitted in the microscope eyepiece or by indica-
tion of the cells in a known surface on endothelial photo-
graphs. Recent years have seen the emergence of prototypes and
commercially available computer-assisted counting systems, cur-
rently used in some European eye banks,” in which analysis of
digitized optical microscopy images allows rapid and effective
measurement of ECD of organ-cultured corneas,’”®

Previous studies analyzing ECD measurement methods in 22
eye banks in France have emphasized the need for standard-
ization of counting methods.”'” Lack of microscope calibra-
tion had been identified as a major factor responsible for gross
variation in ECD estimates between eye banks. Differences in
manual counting techniques were also shown to influence the
ECD values. Until now, the only method of calibration available
was a certified graduated micrometer, a traditional method in
microscopy. Essentially, this measures only the magnification
ratio between the tissue observed and its image projected in a
calibrated reticule or by image analysis software. Whatever the
method used, manual or computerized, periodical calibration
of the measuring equipment and standardization of counting
procedures are essential to ensure reliability of intrabank and
interbank cell counts. To address this issue, we present a
prototype standard slide, called Keratotest, carrying a series of
hexagonal mosaics of different densities mimicking a range of
human corneal endothelia.

METHODS

Specifications

The design of the Keratotest had to meet certain essential require-
ments. It had to correspond to microscopic hexagonal mosaics and
mimic the human corneal endothelium, particularly “cell” area and
“intercellular” spaces, as close to the reality as possible when observed
under standard light microscopes. Cell density (CD) had to be perfectly
mathematically predetermined to avoid any bias and had to represent
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Is manual counting of corneal endothelial cell density in eye
banks still acceptable? The French experience
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Aim: To examine the differences in manual endothelial cell counting methods in French eye banks and to
analyse whether these differences could explain some substantial discrepancies observed in endothelial
cell density (ECD) for corneas made available for transplant.

Methods: A questionnaire was sent to the 22 eye banks asking for details of the technical features of the
light microscopes used, the microscope calibration, strategy for cell counting, the technical staff, and the
method of presenting endothelial data.

Results: All eye bunis responded and 91% (20/22) used only manual counting methods, in recl fime,
directly through a microscope, and 62 different technicians, with varying experience, were involved in
such counting. Counting of cells within the borders of a grid that were in contact with two adjacent borders
was the most common method (17/22, 77%). Of the eight banks (8/22, 36%) that did not calibrate their
microscopes, six reported the highest ECD values. Of the 14 others (64%), six applied a ““magnification
correcting factor” to the initial cell counts. In five of these cases, the corrected ECD was lower than
estimated on initial count. Most of the banks (12/22, 55%) counted 100 cells or less in one to six non-
adjacent zones of the mosaic. 14 of the banks (14/22, 64%) also graded cell polymegethism while seven
(7/22, 32%) dlso graded pleomorphism (“hexagonality”).

Conclusions: Lack of microscope calibration appears to be the leading cause of variance in ECD estimates
in French eye banks. Other tactors such as differences in counting strategy, the evaluation of smaller
numbers of cells, and the different extent of experience of the technicians may also contribute to
intrachserver and interobserver variability. Further comparative studies, including cross checking and the
outcome of repeﬂfed counts from manual methods, are c|ecr|y needed with cross calibration to a computer
based image archiving and analysis system.

corneal storage forms the main basis for selection and

delivery of corneas by eye banks for transplant
purposes. In most eye banks, corneas with an ECD less than
2000/mm? would not be selected for penetrating kerato-
plasty.! In France, as elsewhere in Europe, where organ
culture is the most common method of corneal storage,' most
banks perform endothelial cell (EC) counting manually,
under a light microscope. This requires osmotic preparation
of the endothelium to dilate the intercellular spaces and
make the EC contours visible to the technician.” Counting is
generally performed in France through a reticule of known
surface area. This method is historically derived from blood
cell counts carried out in haematology laboratories using
Thoma or Malassez type grids.’

Such manual counts might well be considered acceptable.
However, an analysis of the data from the 1999-2001
directories of French eye banks** indicated some rather
substantial differences in the ECD values reported for corneas
provided for transplant (Table 1). The mean values for ECD
ranged from 1986 to 2848 cells/mm? in 1999, from 2160 to
2732 cell/mm? in 2000, and from 2178 to 2795 cell/mm” in
2001 (data not shown). Such variance cannot be obviously
explained by donor age, the nature of the organ culture
medium, or by the storage time. Differences in eye bank
counting procedures were thought to be a possible cause.

The purpose of this study was to assess whether differences
in endothelial assessment could help explain the differences
reported and, il appropriate, to identify any procedures that
might need correction.

! n assessment of endothelial cell density (ECD) after

MATERIALS AND METHODS

In February 2002, a questionnaire was sent to the managers
of the 22 eye banks accredited by the French agency for
healthcare product safety (Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé). The questionnaire covered
all the materials and methods used for counting—namely,
(1) microscope/reticule assembly and its calibration, the
microscope features (microscope body, objective, eyepiece),
the reticule (design, total and unit surface areas, positioning
in the microscope), any calibration used (principle of
calibration, frequency, resultant “magnification correcting
factor”); (2) counting strategy (viewing area in relation to
the corneal centre, number of zones observed, number of
reticule units viewed and whether they were adjacent,
number of cells assessed); (3) technicians (number and
experience); (4) data output (including whether additional
morphometry was carried out; and whether there was
archiving or transmission of endothelial images). As part of
(3), the method of cell counting was assessed in a specific
exercise in which the respondents had to mark the cells they
would have counted on a very simple schematic mosaic
superimposed on a grid (see Results).

Statistical analysis

The relations between the mean ECD of each eye bank and
the explanatory data given by the compilation of the French
eye banks directories (mean donor age, mean storage
duration, organ culture medium type—that is, Bausch &
Lomb Chauvin-Opsia, Labeége, France and/or Eurobio, les
Ulys, France) as well as those issued from our questionnaire

www.biophfhalmol .com
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CLINICAL TRANSPLANTATION

Urgent Need for Normalization of Corneal Graft
Quality Controls in French Eye Banks

Gilles Thuret,">* Chloé Manissolle,” Sophie Acquart,” Olivier Garraud,” Lydia Campos-Guyotat,”
Jean Maugery," and Philippe Gain"*

Background. Assessment of corneal tissue quality before graft is mainly based upon the determination of endothelial
cell density (ECD) by eye banks. These cells are responsible for corneal transparency, and ECD correlates with graft
survival. In France and often elsewhere in Europe, ECD is measured using a “naked-eye” procedure under a light
microscope. To measure objectively the reliability of ECD determination in France, we developed four test corneas with
a known ECD.

Methods. The test corneas consisted of 1 mm® of human corneal endothelium with stained cell borders. The 64
technicians of the 21 French eye banks counted according to the protocol applied in their respective centers.

Results. More than half of the 256 counts (152, 59%) deviated by more than 10% from actual ECD. Of the counts, 85
(33%) were over-estimated, and 67 (26%) were under-estimated. Deviation ranged between 42% under-estimation
and 82% over-estimation. Eight banks (38%) constantly over-estimated, and nine (43%) under-estimated ECD. Half
of the inter-technician gaps within an eye bank were more than 10%, with a maximum of 51%.

Conclusions. This audit highlights the unacceptable lack of reliability of manual ECD assessment in French eye banks.
This surely indicates the delivery of poor quality corneas for graft in certain centers and wastage in others. We urgently
advocate normalization of French counting methods. This may require upgrading to a computer-aided method.

Keywords: Quality control, Endothelium, Cornea, Graft, Cell count.

(Transplantation 2004;78: 1299-1302)

C orneal grafts are one of the most common transplant
operations, with nearly 100,000 performed each year in
the world, (I) approximately half of them in Europe and
6,000 in France. In Europe, eye banking has recourse mostly
to a preservation method called organ culture: once har-
vested, corneas can be stored for up to 5 weeks in a specific
preservation medium at 31°C to 37°C, which allows trans-
plant scheduling and the exchange of corneas between eye
banks. Corneal transparency depends upon an intact endo-
thelium formed by a monolayer of adjacent cells that cover its
inner surface and actively regulate its hydration. These endo-
thelial cells (EC) are mitotically inactive and in normal adults
have a density of 2,500 to 3,500 per mm?* (2). From adult-
hood, they die at a very slow rate of approximately 0.6% per
year (2). If density falls below 500/mm?, an irreversible cor-
neal edema occurs, and the cornea becomes opaque. This
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threshold is fortunately never reached spontaneously, except
in certain pathologic circumstances.

However the transplant process is a special state, during
which accelerated EC loss occurs at every stage. During cor-
neal storage, EC loss is high, at approximately 1% per day
(3,4). In the recipient, EC loss follows a biexponential decay
pattern, with very high loss in the first few years postgraft (for
example, 20-30% in the first year), then slower loss subse-
quently, of approximately 3% to 5% per year (5). It is there-
fore essential to examine the endothelial cell density (ECD) of
the harvested cornea before grafting. It has been demon-
strated that the higher the ECD of the cornea after storage, the
longer it will survive in the recipient (4—7). Eye banks con-
sider that corneas with a poststorage ECD of less than 2,000/
mm? must be discarded (8). In France and often elsewhere in
Europe, the graft ECD is measured by direct observation of
the cornea out of its storage medium under a standard light
microscope through a counting reticule fitted in an eyepiece,
using a “naked-eye” procedure derived from manual hema-
tologic counts (9). This method is difficult because (i) the cell
borders are often poorly visible, and (ii) the endothelium is
not visible in a single plane, because of corneal convexity and
folds that necessarily appear during storage (Figs. 1A,B),
which sometimes considerably exceed the microscope field
depth.

Analysis of the 21 French eye banks’ quality registers for
recent years highlights extreme variation in mean ECDs after
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Automated tri-image analysis of stored corneal
endothelium
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Background: Endothelial examination of organ culture stored corneas is usually done manually and
on several mosaic zones. Some banks use an image analyser that takes account of only one zone. This
method is restricted by image quality, and may be inaccurate if endothelial cell density [ECD) within
the mosaic is not homogeneous. The authors have developed an analyser that has tools for automatic
error defection and correction, and can measure ECD and perform morphometry on multiple zones of
three images of the endothelial mosaic.

Methods: 60 human corneas were divided into two equal groups: group 1 with homogeneous mosa-
ics, group 2 with heterogeneous ones. Three standard microscopy video images of the endothelium,
graded by quality, were analysed either in isolation (so called monc-image analysis) or simultaneously
(so called triimage analysis), with 50 or 300 endothelial cells (ECs) counted. The automated analysis
was compared with the manual analysis, which concerned 10 non-adjacent zones and about 300
cells. For each analysis method, failures and durations were studied according to image quality.
Results: All corneas were able to undergo analysis, in about 2 or 7.5 minutes for 50 and 300 ECs
respectively. The fri-image analysis did not increase analysis time and never failed, even with mediocre
images. The tri-image analysis of 300 ECs was always most highly correlated with the manual count,
particularly in the heterogeneous cornea group (r=0.94, p<0.001) and prevented serious count errors.
Conclusions: This analyser allows reliable and rapid analysis of ECD, even for heterogeneous

require analysis of endothelial cell density (ECD). In

most eye banks, cornea delivery for grafting is
authorised only if ECD is greater than 2000 cells/mm’* after
storage. This cell count is done either by specular microscopy
during short term storage at +4°C or by standard microscopy
during organ culture,’ the most common technique in
Europe.” In Europe, counting is most often done manually.
Study of the 1999 register® of French cornea banks (Table 1)
which lists the data of 2425 corneas stored in organ culture at
+31°C, showed a substantial difference in ECDs between
banks. This was 32.6% (mean 2634 (SD 231), median 2675,
range 2140-3030) at the start of storage and 30.3% (mean
2430, SD 219, median 2360, range 1986-2848) at delivery. It is
important to note that all ECDs had been evaluated manually,
except in bank 4, which had a semiautomated analysis system
that required a technician to digitise the cell contours visible
on the screen. Such differences in ECDs were not justified by
differences in mean donor age (64.0 years, SD 6.2, range
49-71.5), mean death procurement time (13.7 hours, SD 7.2,
range 8-29.4), or mean storage time (17.6 days, SD 2.2, range
14-21). It was legitimate to think that these large ECD differ-
ences between banks were due to manual count errors and/or
errors in calibration, as may occur in any measuring
system.*’

We believe the use of an effective, automated cell counting
system is indispensable. Existing systems are of only limited
use, especially because of difficulties when the image of the
endothelial mosaic under analysis is mediocre. This is often
the case with standard microscopy, and requires either
numerous contour touch ups or a simple marking of the pre-
sumed cell centres. Moreover, whereas the technician manu-
ally observes and analyses several non-adjacent zones of the
mosaic (generally 5-10 zones, depending on the bank), and a
large number of cells, current analysers only take account of

Comea storage techniques, whether short or long term,

endothelia mosaics and mediocre images.

one endothelial zone with a limited number of cells, approxi-
mately 50 to 100. The operator’s choice of a single zone of
analysis may thus be responsible for a selection bias, especially
if ECD within the cornea is not uniform. We present a proto-
type analyser with automatic error detection and correction
tools, which is able to measure ECD simultaneously on several
endothelial images. Its purpose is to be effective even when
images are medium or only adequate, and to limit measure-
ment error when mosaics are heterogeneous.

MATERIAL AND METHODS

Manual counts

These were done after making visible the intercellular spaces
by incubation for 4 minutes with 0.9% sodium chloride,
through a graduated reticle (reference 519966, Leica, Wetzlar,
Germany) placed in the ocular of a Leica Laborlux S standard
direct optical microscope (Leica). At the moment when the
cell contours were most visible, the technician counted the
ECs, contained in one microsquare of the reticle, excluding
those touching two adjacent borders. He conducted an overall
screening of the mosaic of the central 8 mm. This consisted of
10 counts on 10 non-adjacent zones of each cornea, avoiding
the folds, which cause overcounting because of parallax error.
He then multiplied the mean of his 10 measurements by a
corrective factor derived from calibrating the microscope with
a micrometric slide (Merkeurolab, Strasbourg, France) in
order to obtain the ECD in cells/mm’. All counts were done by
the same experienced technician (over 3000 counts).

Image quality and mosaic homogeneity

At the same time, when the intercellular spaces seemed well
dilated (neither too much nor too little), he took three video
images (Sony SC 75 CE mono CCD) of wide field (width 1000
pm, height 750 pm) of three zones, chosen at random but
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OBJECTIFS DE CE GUIDE (1)

De nombreux parametres peuvent affecter la qualité, la
sécurité, la fonctionnalité d’une cornée. La sélection au
préléevement, les controles de qualité mis en ceuvre a la banque
de cornées, permettent de valider une cornée pour greffe,
aprés controles de qualités anatomiques, morphologiques
macroscopiques ou  microscopiques, morphométriques
cellulaires, et mémes tomographiques.

Les pathologies du donneur, les conditions de conservation des
donneurs, les modalités de prélevements, les contaminations
microbiologiques, les Produits Thérapeutiques Annexes ou tout
autre produits « entrants » au contact du greffon, ainsi que les
conditions expérimentales adoptées par les techniciens,
peuvent étre la cause de non-conformité rendant le greffon non
utilisable pour une greffe.

OBJECTIFS DE CE GUIDE (2)

Lobjectif de ce guide est d’aider les équipes de préléevement
des banques et hospitaliéres, les coordinations (ABM) et les
banques de cornées, a sélectionner les cornées aptes a la
greffe, et a prendre conscience de I'importance de tracer les
événements inhabituels ou les observations non usuelles tout
le long de la vie de la cornée prélevée a visée thérapeutique. Ce
guide propose des définitions et des recherches de causes a
certaines de ces observations, en vue d'améliorer les
connaissances de la qualité des greffons mis a disposition des
patients.

Le guide proposera d'abord une présentation des CQ

concernant les cornées, et retracera ensuite les anomalies le
« best of » des anomalies observées dans notre banque .
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Endothélium =
Couche Cellulaire irremplacable

* Lendothelium cornéen est une

couche monocellulaire de 300 a
400 000 cellules (ép. 5 um, largeur
15 a 20 um), assise sur la membrane
de Descemet. Vues depuis la face
postérieure, elles ont une forme
hexagonale. La face antérieure est
aplatie et jouxte la membrane de
Descemet. La face postérieure,
« libre » présente des microvillosités
qui font saillie dans la chambre
antérieure, maximisant donc la
surface  cellulaire  exposée a
I'humeur aqueuse.
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Endothélium =
Couche Cellulaire irremplacgable

* role primordial dans la fonction visuelle des cellules
endothéliales

Face postériowre

= appel d'eau de I'humeur

aqueuse vers le stroma qui  Stroma=
tend a augmenter son

épaisseur, modifiant la

Endothélium
courbure et la : e
transparence de la cornée
(oedéeme stromal). Humeur
aqueuse =

Face anterieure

La cornée contient 78% d’eau

Endothélium =
Couche Cellulaire irremplagable

» role primordial dans la fonction visuelle des cellules
endothéliales

Face postérioure

= pompe par transport actif
cette eau en exces du stroma  Stroma=
vers 'humeur aqueuse afin

de maintenir une hydratation

constante du stroma Endothélium
compatible avec le role cornéen =
physiologique principal de la

cornée : assurer la Humeur
TRANSPARENCE. T,

Face anterieure
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Endothélium =
Couche Cellulaire irremplacable

* role primordial dans la fonction visuelle
s /_"c

Pariages PRI
tra0a endothdbaun

. . aiiy oo 2
En dessous d'une certaine densité (entre 600 et 8'5'6"cellules/mm ), le
nombre de cellules endothéliales est insuffisant pour assurer la
transparence et I'oedéme stromal apparait.

Densité et morphométrie endothéliale

* Les cellules endothéliales sont, au
contact de la Descemet, trés
tortueuses et présentent des
interdigitations trés serrées avec
des espaces intercellulaires de 2 a
4 nm.

* LUétude de la morphométrie des
cellules endothéliales méne au
calcul d’indicateurs dont la
connaissance donne des
informations aussi pertinentes
qu’objectives concernant la qualité
d’une cornée en organoculture.
Ces données ne doivent pas étre
« techniciens-dépendantes ».
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Aspect macroscopique de cornée prélevée

1 LA TAILLE DE LA CORNEE

* Une cornée prélevée est une cornée
entourée de son anneau scléral. La
sclere entourant la cornée doit étre
suffisamment large pour pouvoir
permettre les manipulations du
greffon sans dommages lors du
prélevement, a la banque et au bloc
opératoire. Le diametre idéal de la
cornée se situe entre 15 et 17 mm,
incluant I'anneau cornéo-scléral.

Diametre souhaité 153 17 mm

Aspect macroscopique de cornée prélevée

2 _TRANSPARENCE

* La transparence de la cornée peut
étre macroscopiquement observée
avant le prélévement.

Idéalement, la cornée doit étre
transparente dans la zone des 8
mm centraux.

3 _EPAISSEUR

* La transparence de la cornée peut
étre macroscopiquement observée
avant le prélévement.

4 ATCD CHIRURGIE DONNEUR

* La cornée peut cependant
présenter des traces d’intervention

chirurgicale du donneur qu'il
appartient au préleveur de préciser.

Zone 8 mm centraux

.-..t'-'n"'v"""'—".'

Epaisseur ¥ =400 microm. In vivo
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PARAMETRES QUANTIFIABLES A LA
BANQUE DE CORNEE

1 Densité ot morphométrie
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Les parametres quantifiables
a la banque de cornée

1_Densité Cellulaire Endothéliale

Cellules / mm3

Conformité si DCE > 2000 cellules / mm2

s DR

- ay
A 7{ I

.‘-.-&Q. 4

Automate SAMBA analyse semi-

Cellules / mm3 ,
automatique

La densité cellulaire endothéliale (DCE)
est de l'ordre de 5 a 6000 cellules /mm2
a la naissance, décroit pour atteindre
3500 cellules/mm? a I'age adulte, puis
décline jusqu'a 2500 a 2000 cellules /
mm? pour les ages trés avancés. La perte
cellulaire est estimée a 2,9% par an lors
de I'enfance, puis de 0,6% par an a I'age
adulte.

Cette perte cellulaire endothéliale
s'accompagne de migration entre
cellules voisines de fagon a préserver la
mosaique cellulaire continue.

La DCE est mesurée a l'intérieur des 8
mm centraux. Les cellules endothéliales
ont une faible faculté de régénération.
En dessous de cette densité, la cellule
endothéliale perd ses fonctionnalités, et
I'cedéme apparait.
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Les parameétres quantifiables
a la banque de cornée

2_Polymégatisme (taille)

Coefficient de variation de la surface cellulaire
=écart-type/moyenne

Conformité si CV (taille) % < 35 %

=0%
cellules « idéales »
Surfaces cellulaires non tailles identiques Méme automate
homogeénes CV élevé Analyse d’image semi-automatique

Les parametres quantifiables
a la banque de cornée

3_Polymorphisme (ou pléomorphisme) = forme

% de cellules ayant 6 voisins

Conformité si % hexagonalité > 40 %

Hexa=100%
cellule « idéale »
1 cellule avec 7 voisines avec 6 voisines Méme automate

Analyse d'image semi-automatique
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3_Polymorphisme (forme)

* Une cornée saine normale en organoculture
présente plus de

* Cette configuration permet une rentabilité
énergétique, et une couverture optimale de la
membrane de Descemet sans laisser de zones
acellulaires (« trous »),

* La déviation de forme hexagonale s’appelle le
pléomorphisme ; soit la capacité de I'assise
endothéliale a revétir des formes différentes. o s s

« On peut mesurer le polymorphisme par le “eayant5 voisins: 198 %
pourcentage de cellules hexagonales parmi les % ayant 6 voisins : 64,7 %
cellules endothéliales totales (donc le pourcentage % ayant 7 voisins : 15,3 %
de cellules possédant 6 cellules voisines).

* Si la forme des cellules varie, alors le %
d’hexagonalité diminue.

[m-u-urm«ummmmnni
| Reftrence de bs Comde - 2013-SE-396 INI
0292013

t:l’ - 04092013 (soit 2 jours écoudés)
‘exaunstew | cathenme pouttefinge
Commaentage © trés belle

' | Critere de qualite de Fanalyse sutomatique
| Emage 10 24% Emage 2 5% kmage 3. 1%
Critere de surface des cellules

Newmtee de coldalet analysees |
1: 1:.‘ 8‘4}‘ w nn = {M"t)
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Les parametres quantifiables
a la banque de cornée

4 _Mesures des diametres

Conformité au prélévement si diametre total =153 17 mm

Conformité pour greffe si diametre greffable > 8 mm au centre

S ——

Mesures géométriques

Surface cornes clave: B85 mer
Otamétre moy sclersl. 18.44 me
Diamitre may comes clake: ¥ |
Diamdtre mire cornee clare. 1€

<> Diamétre moyen comée + sciére =
«> motre grof e Mesure avec Transparometre

(logiciel analyse d’'image)
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Les parametres quantifiables
a la banque de cornée

5_Mesures de transparence

Conformité au prélévement = absence de zone opaque

Mesure avec Transparomeétre
(logiciel analyse d'image)

Cormee 201)_SE_J0E_R « Proteves be 2010 « Analysee e 4502010 & 15:24:05 « Age &u dooneur: 19 s
Mesures de phssement et transparence avec mire

Il

i

dam danalyse. 104 e
Traaparence mayenne: 72.5%

sartographie de transparencs

Swrface cornee claire: 5.5 me
Otametre moy scleral: 18 44 me

Dlamstre moy cormes clae: 3
Dlametre mirs cornee claire. 10 Transparance mayenne: 55 5%
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Densité Cellulaire Endothéliale

1279 cellules / mm?
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795 cellules / mm?
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Densité Cellulaire Endothéliale

2048 cellules / mm? 2238 cellules / mm? 2475 cellules / mm?

Densité Cellulaire Endothéliale

2475 cellules / mm? 3009 cellules / mm? 3392 cellules / mm?

2 2
b N
J
Iy
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Densité Cellulaire Endothéliale

3600 cellules / mm? 4017 cellules / mm?

Donneur 26 ans
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Mesure du Polymorphisme (forme)
% d’hexagonalité

|35 % |39

Mesure du Polymorphisme (forme)
% d’hexagonalité

| 49 % 54 %
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Mesure du Polymorphisme (forme)
% d’hexagonalité
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Mesure du polymégatisme
(taille_CV%)

Mesure du polymeégatisme
taille CV%

40 %
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Mesure du polymégatisme
taille CV%
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LES MESURES QUANTIFIEES EN
ROUTINE A LA BANQUE DE CORNEE

Mesure de transparence
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Mesure de transparence
7% ux

Opacité globale incompatible avec greffe

114 %

Mesure de transparence

33_R S57_R 20_R
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Mesure de transparence
so1%  lea7x I 739%
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LES ANOMALIES LIEES AU GESTE DE
PRELEVEMENT

Découpe de la cornée au prélevement

Sclére trop petite

Scléere absente
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Découpe de la cornée au prélevement

Sclére trop petite

1/ Risque de probléme de préhension au prélévement et a la
banque _ induisant des difficultés de manipulation
=> Génération de zones de cellules lysées (mortalité cellulaire)

Sclére petite pour « assurer » préhension

Découpe de la cornée au prélevement
Sclére trop petite

2/ Risque de ne pouvoir sélectionner la cornée pour une
manipulation ultérieure de découpe de cornée a la banque au ou
bloc

Ici on dépose un anneau pour fixer la cornée de facon
« etanche » sur un support (chambre artificielle)
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Découpe de la cornée au prelevement

Sclére trop grande
2/ Risque de perturber les observations a la banque en boite de
pétri (taille de sclére)

La zone antérieure de la cornée touche le couvercle de la boite de Pétri

Découpe de la cornée au prélevement
Sclére trop grande

2/ Risque de perturber les observations a la banque en boite de
pétri (taille de sclére)

Exemple : Mesure de la transparence trés perturbée
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Découpe de la cornée au prélevement

La taille idéale :

L -'e -

* Une cornée prélevée est une
cornée entourée de son anneau
scléral. La sclére entourant la
cornée doit étre suffisamment
large pour pouvoir permettre les
manipulations du greffon sans
dommages lors du préléevement, a
la banque et au bloc opératoire. Le
diametre idéal de la cornée se
situe entre 15 et 17 mm, incluant
I'anneau cornéo-scléral.

15a17 mm

Prélevement de Cornée

= ~ Difficultés a extraire iris
1/ Risque immédiat que les Résidus d’iris perturbent les qualités
du greffon

=> Pb de transparence
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Prélevement de Cornée

Difficultés a extraire iris

2/ Risque d’induire des zones de mortalité cellulaire avec les
instruments
=> Génération de zones de cellules lysées (mortalité cellulaire)

Prélevement de Cornée

Difficultés a découper / Décollement de la
membrane de Descemet

Risque d’induire des zones de mortalité cellulaire trop proches
de la zone des 8 mm centraux
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Prélevement de Cornée

Maladresse de manipulation

Risque d’induire des zones de mortalité cellulaire énormes (ici
cornée ayant été pliée en 2)

Occurrence possible lors des
manipulations en banque

=> toujours signaler et
controler derriére

Prélevement de Cornée

Maladresse de manipulation

Milieu de prélévement n’a pas été suffisamment décongelé; cas
aussi de I'absence de maitrise de la température de conservation
du corps du donneur (syndrome du préleveur qui a les doigts
« congelés » a l'issue du prélévement

NIV A
1/3 de la surface de la cornee ne presente plus de cellules endothéliales
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LES OBSERVATIONS
LIEES AU DONNEUR

Les observations liées au donneur

Présence de gérontoxon =

Opacité formant un anneau (ou une portion d'anneau) appelé "arc
sénile de la cornée" de couleur gris-blanchatre a la périphérie chez
les personnes d'age moyen ou chez les personnes agées. Elle est
due a une infiltration lipidique du stroma cornéen.
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Les observations liées au donneur

Présence de gérontoxon =

Opacité formant un anneau (ou une portion d'anneau) appelé "arc
sénile de la cornée" de couleur gris-blanchatre a la périphérie chez
les personnes d'age moyen ou chez les personnes agées. Elle est
due a une infiltration lipidique du stroma cornéen.

Les observations liées au donneur

Présence de gérontoxon =
Absence d’impact « théorique » sur la greffe

Un gérontoxon important sur un greffon a des conséquences
optiques souvent limitées mais les conséquences esthétiques/
psychologiques ne sont pas négligeables, surtout chez les sujets
jeunes.

Gérontoxon visible chez le receveur (arc blanchatre)
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Les observations liées au donneur

Chirurgie de la cataracte =

Absence d’impact si ne s’étend pas aux 8 mm centraux
Seule DCE compte...

Attention cependant aux fuites par l'incision lors de découpe sur
chambre antérieure Moria!

1 point de suture 4 points de suture

Les observations liées au donneur

Chirurgie de la cataracte =

Cas d'une cornée conforme DCE dans les 8 mm centraux, présentant cependant des
séquelles d'une opération de chirurgie de cataracte (photo droite)
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Les observations liées au donneur

Opacités localisées = pannus cornéen =

=Altération de la cornée résultant d'un processus d'angiogénése (néovascularisation)

Tissu grisatre vasculaire qui couvre une partie de la cornée et la rend opaque. C'est
une infiltration due a une irritation prolongée, comme celle qui résulte d'un entropion
ou du trachome

Les observations liées au donneur

Pannus / séquelle de kératite
=Altération de la cornée en peu plus « localisée » ici

Mesures géométriques  Zartographie de transparenc

Transparance moyenne: 57.1%

Altération endothéliale
localisée
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Les observations liées au donneur
Cornée guttata_Dystrophie de Fuchs =

Dystrophie de la cornée, d'origine dégénérative, située sur le plan postérieur au niveau
de la couche endothéliale. Elle se caractérise par la formation de vergetures de la
membrane de Descemet (gouttes) et évolue vers 'cedéme cornéen.

e o
A

Les observations liées au donneur

Contamination du donneur par Herpes =
1/ Stabilité du nombre de cellules endothéliales entre j3 et} 6.....

Cornée a3 Cornée a j6

- .:/’,. o) ¥
S A0 P 4 d
v b 4 ' B e r‘{ £
,r \{ Y r" { -.,. ) 5
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Cellularité « parfaite » Cellularité « parfaite »
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Les observations liées au donneur

Contamination du donneur par Herpes =
2/ Puis..disparition TOTALE des cellules endothéliales entre j6 et j 13

Cornée a j26

Desquamation totale des Desquamation totale des
Cellules endothéliales Cellules endothéliales

Les observations liées a une contamination

Contamination par un champignon=
Présence d'un Aspergillus a la surface de la cornée

Origine = donneur / salle de prélévement / préleveur
Attention aux risques de contamination
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MESURE DE L'EPAISSEUR de la
CORNEE = un mesure innovante en F
banque de cornée

2 Transparomeétrie
ot mesures des diameétres

‘ AT Y \"\'.\\'.}' '5’n’ 4‘)114'
*u@;m_b&am

suPworedsun.
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Les parametres quantifiables
a la banque de cornée

4 Mesure de I'épaisseur de la cornée

= outil d’évaluation indispensable si la banque réalise des
procédés de découpe de cornée

Adaptation d’un Tomographe
a Cohérence Optique (OCT)
d’ophtalmologie a I'analyse
de cornée en boite de Pétri
Principe d’une « coupe
virtuelle » de la cornée.

OCT normale

Observation 1 =

Analyse de |a cornée SE- 2013-388 a la banque de cornée de Saint-Etienne lors de la
premiére observation. Mise en évidence d'une image classique de cornée.
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OCT « anormale »

Observation 2 =

Analyse de la cornée SE- 2013-388 a la banque de cornée de Saint-Etienne lors de la
deuxieme observation. Mise en évidence a I'OCT d'une opacité latérale avec légére
déformation de I'épithélium cornéen en regard.

Correspondance parfaite entre la position d'un point de suture sur la cornée (A)
observée en transparomeétrie (B) et le « cone d'ombre » observée en OCT.

OCT avec artéfacts

Observation 3 =

Opérateurs : GP, ASG

Rédacteurs : ASG

Lieu : Laboratoire BiiGC, banque de cornée Auvergne Loire

Date : 28/08/2013

Buts de I'étude : Analyse de la cornée SE-2013-384 : suspicion d'ulcére
cornéen détecté en OCT en banque de cornée dans le cadre du
contrble qualité du greffon avant rétrocession pour greffe.
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OCT avec artéfacts

Observation 3 =

Analyse de la cornée SE- 2013-384 a la banque de cornée de Saint-Etienne le 27/08/2013
avant rétrocession pour greffe. Mise en évidence a I'OCT d'une opacité centrale avec
légére déformation de I'épithélium cornéen en regard (A) sans anomalie détectée en
transparométrie (B).

. Cornée non
Observation

délivrée.et
par les envoyée au
techniciens laboratoire
de la pour analyse
banque : optique et
histologique.

OCT avec artéfacts

Observation 3 =

Al'examen
macroscopique
grossissement 1,25x
(A),
3,2x (B),
12,6x (C)
eten OCT Casia (D) :

aucune anomalie
retrouveéee
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OCT avec artéfacts

Observation 3 =

Suspicion d'une image
initalement artéfactée sur le
premier OCT. Simulation de
I'artefact par dépot d'une goutte
d’eau entre la cornée et la vitre
de la boite de Pétri avec image
réalisée sur les 2 OCT, Casia (A)
et Heidelberg en banque de
cornée (C), puis avec un petit
morceau de sclére placée sur la
cornée (B). Les images obtenues
correspondent a l'image initiale.

OCT et banque de cornée

%

-Apport d'une nouvelle étape de controle qualité des greffons en

banque de cornée par OCT

-Parfaitement adapté pour les banques qui découpent des greffons

lamellaires

-Attention toutefois aux images atypiques possibles : nécessite un
apprentissage des différents artéfacts qui peuvent étre rencontrés.
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Au prélevement , il est primordial de bien identifier les facteurs de
risque de non-conformité de la cornée :

- respecter la température ambiante du milieu avant le
conditionnement

- respecter un diameétre de découpe a 15-17 mm

- veiller a ne pas léser la surface endothéliale

- écarter les cornées non transparentes dans leur globalité, ou
si 'opacité est présente dans les 8 mm centraux

A la banque de cornée, il est primordial :

- d’exploiter au maximum toutes les observations notées au
préléevement ou réalisées lors des controles qualité de la cornée.

- de se doter d'outils performants afin de pouvoir quantifier tous
les parametres susceptibles de décrire la qualité d'une cornée.
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ANNEXE
BREVETS, PUBLICATIONS, COMMUNICATONS et

POSTERS comme auteur ou co-auteur dans le
domaine de la greffe de cornée
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BREVETS
Patents

2011 THURET G, GAIN P, SOUBAIGNE S, BE@UART S. Corneal bioreactor for the
storage of corneal graft and ex vivo experiments on human or animal corneas (patent
pending)

PUBLICATIONS INTERNATIONALES
dans des revues a comité de lecture

1. ACQUART S, CAMPOLMI N, HE Z, PATAIA G, BERNARD A, FOREST F, PEOC'H M,
THURET M, GAIN P Non-invasive measurement of transparency, arcus senilis, and
scleral rim diameter of corneas during eye banking (soumis a Cell and Tissue Banking)

2. CAMPOLMI N, BEQUART S, HE Z, GAVET Y, JULLIENNE R, NAIGEON N, BERNARD
A, FOREST F, PEOC'H M, THURET M, GAIN P.Inherent errors of the fixed-frame
method for corneal endothelial cell count in eye banks (soumis a Cell and Tissue
Banking)

3. CAMPOLMI N, TRONE MC, NEFZAOUI C, ALDOSSARY M, HE Z, BCGUARE S.
GARRAUD O, FOREST F, PEOC’H M, THURET G, GAIN P. Comparison of very early
endothelial cell loss after simultaneous autograft and organcultured allograft. Cornea

2013 (in_press)

4. ZHAO M, CAMPOLMI N, THURET G, PISELLI S, REQUART S, PEOCH M, GAIN P
Poloxamines for deswelling of organcultured corneas. Ophthalmic Res 2012;48: 124-33

5. ACQUART S, GAIN P, ZHAO M, GAVET Y, DEFREYN A, PISELLI S, GARRAUD O,
THURET G. Endothelial morphometry by image analysis of corneas organ cultured at 31
degrees C. Invest Ophthalmol Vis Sci 2010;51:1356-1364.

6. HE Z, PIPPARELLI A, MANISSOLLE C, BG@UART S, GARRAUD O, GAIN P, THURET
G. Ex vivo gene electrotransfer to the endothelium of organ cultured human corneas.
Ophthalmic Res 2010;43:43-55.

7. ZHAO M, THURET G, PISELLI S, PIPPARELLI A, BE@UARE S, PEOCH M,
DUMOLLARD JM, GAIN P. Use of poloxamers for deswelling of organ-cultured corneas.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008;49:550-9.

8. DEB-JOARDAR N, THURET G, ZHAO M, BG@UARE S, PEOC'H M, GARRAUD O,
GAIN P. Comparison of two semiautomated methods for evaluating endothelial cells of
eye bank corneas. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2007;48:3077-82.

9. DEB-JOARDAR N, THURET G, GAVET Y, BGQUART S, GARRAUD O, EGELHOFFER
H, GAIN P. Reproducibility of endothelial assessment during corneal organ culture:

comparison of a computer-assisted analyzer with manual methods. Invest Ophthalmol
Vis Sci. 2007;48:2062-7.

Page 174 sur 191



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18234998?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17591876?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17591876?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum

10.DEB-JOARDAR N, THURET G, RACINE GA, PONS D, BRUN G, PARRIAUX O,
PEOCH M, BE@UART S, GAIN P. Standard microlithographic mosaics to assess
endothelial cell counting methods by light microscopy in eye banks using organ culture.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2006;47:4373-7.

11.THURET G, CARRICAJO A, VAUTRIN AC, RABERIN H, BE@UARE S, GARRAUD O,
GAIN P, AUBERT G. Efficiency of blood culture bottles for the fungal sterility testing of
corneal organ culture media. Br J Ophthalmol. 2005;89:586-90.

12.THURET G, MANISSOLLE C, BEQUART S, GARRAUD O, CAMPOS-GUYOTAT L,
MAUGERY J, GAIN P. Urgent need for normalization of corneal graft quality controls in
French eye banks. Transplantation. 2004;78:1299-302.

13.THURET G, MANISSOLLE C, HERRAG S, DEB N, CAMPOS-GUYOTAT L, GAIN P,
AGAUART S. Controlled study of the influence of storage medium type on endothelial
assessment during corneal organ culture. Br J Ophthalmol. 2004;88:579-81.

14.THURET G, REQUART S, GAIN P, THURET G, DUMOLLARD JM, MANISSOLLE C,
CAMPOS-GUYOTAT L, GAIN P, LABETOULLE M, BOURLET T. Ultrastructural
demonstration of replicative herpes simplex virus type 1 transmission through corneal
graft. Transplantation. 2004;77:325-6.

15.THURET G, MANISSOLLE C, BE@QUART S, LE PETIT JC, MAUGERY J, CAMPOS-
GUYOTAT L, DOUGHTY MJ, GAIN P. Is manual counting of corneal endothelial cell
density in eye banks still acceptable? The French experience. Br J Ophthalmol.
2003;87:1481-6.

16.THURET G, CHIQUET C, BERNAL F, BEGQUART S, ROMANET JP, MOUILLON M,
HEGELHOFFER H, BURILLON C, DAMOUR O, MAUGERY J, ARMITAGE WJ, GAIN P.
Prospective, randomized clinical and endothelial evaluation of 2 storage times for cornea
donor tissue in organ culture at 31 degrees C. Arch Ophthalmol. 2003;121:442-50.

17.THURET G, CARRICAJO A, CHIQUET C, VAUTRIN AC, CELLE N, BOUREILLE M,
ACGAUART S, AUBERT G, MAUGERY J, GAIN P. Sensitivity and rapidity of blood culture
bottles in the detection of cornea organ culture media contamination by bacteria and
fungi. Br J Ophthalmol. 2002;86:1422-7.

18.GAIN P, THURET G, KODJIKIAN L, GAVET Y, TURC PH, THEILLERE C, NCGUART S,
LE PETIT JC, MAUGERY J, CAMPOS L. Automated tri-image analysis of stored corneal
endothelium. Br J Ophthalmol. 2002;86:801-8.

19.GAIN P, THURET G, LOUP PUGNIET J, RIzzI P, BG@UARE S, LE PETIT JC,
MAUGERY J. Obtaining cornea donation consent by telephone. Transplantation.
2002;73:926-9.

20.GAIN P, THURET G, CHIQUET C, RIZZI P, PUGNIET JL, BEQUART S, COLPART JJ,
LE PETIT JC, MAUGERY J. Cornea procurement from very old donors: post organ
culture cornea outcome and recipient graft outcome. Br J Ophthalmol. 2002;86:404-11.

21.GAIN P, THURET G, CHIQUET C, VAUTRIN AC, CARRICAJO A, BCQUART s,

MAUGERY J, AUBERT G. Use of a pair of blood culture bottles for sterility testing of
corneal organ culture media. Br J Ophthalmol. 2001;85:1158-62.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15834090?ordinalpos=20&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15834090?ordinalpos=20&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15548966?ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15548966?ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15031180?ordinalpos=26&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15031180?ordinalpos=26&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14743008?ordinalpos=27&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14743008?ordinalpos=27&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14743008?ordinalpos=27&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14660458?ordinalpos=28&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14660458?ordinalpos=28&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12084754?ordinalpos=42&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12084754?ordinalpos=42&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11923694?ordinalpos=46&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11914209?ordinalpos=47&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11914209?ordinalpos=47&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11567956?ordinalpos=49&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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