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INTRODUCTION DE LA THESE 
 

Cette thèse de science porte sur l’application de l’élastographie dans le domaine de 

l’Ophtalmologie et en particulier sur l’évaluation des variations de la biomécanique 

cornéenne. Elle fait suite à une longue filiation de travaux initiée depuis le début des années 

90 par l’équipe de Mathias Fink, à l’ESPCI puis à l’Institut Langevin (Laboratoire Ondes et 

Acoustique, ESPCI, Université Paris VII, UMR 7587 CNRS 1503, Paris, France). Ce dernier 

est actuellement particulièrement spécialisé dans le développement des technologies 

innovantes portant sur les ondes mécaniques et sur leurs applications dans le domaine de la 

santé. Référence mondiale en la matière, l’ESPCI a su développer un savoir faire unique dans 

ce domaine et mener depuis près de 20 ans plusieurs travaux de thèses qui se sont enchainés 

sur la thématique de la palpation échographique des tissus biologiques. Le tableau suivant 

récapitule la chronologie et l’objet de ces différentes thèses successives: 

 

1998 Stefan 
Catheline 

INTERFEROMETRIE-SPECKLE ULTRASONORE: APPLICATION A LA 
MESURE D’ELASTICITE 

2000 Laurent 
Sandrin 

ELASTOGRAPHIE IMPULSIONNELLE PAR ULTRASONS: DU PALPEUR 
ACOUSTIQUE A L’IMAGERIE ULTRARAPIDE 

2003 Jean Luc 
Gennisson 

LE PALPEUR ACOUSTIQUE : UN NOUVEL OUTIL D’INVESTIGATION DES 
TISSUS BIOLOGIQUES 

2004 Jeremy 
Bercoff 

L’IMAGERIE ECHOGRAPHIQUE ULTRARAPIDE ET SON APPLICATION A 
L’ETUDE DE LA VISCOELASTICITE DU CORPS HUMAIN 

2008 Thomas 
Deffieux 

PALPATION PAR FORCE DE RADIATION ULTRASONORE ET 
ECHOGRAPHIE ULTRARAPIDE : APPLICATIONS A LA CARACTERISATION 
TISSULAIRE IN VIVO 

2011 Mathieu 
Couade 

IMAGERIE DES PROPRIETES VISCOELASTIQUES DU CŒUR ET DES 
ARTERES PAR ECHOGRAPHIE ULTRARAPIDE ET PALPATION A 
DISTANCE 

2012 Thu Mai 
Nguyen 

ELASTOGRAPHIE HAUTE-RESOLUTION POUR L’EVALUATION DES 
PROPRIETES ELASTIQUES DE LA CORNEE ET DE LA PEAU 

2014 David 
Touboul 

APPORT DE L’ELASTOGRAPHIE PAR IMAGERIE DES ONDES DE 
CISAILLEMENT POUR L’EVALUATION DE LA PHOTO-POLYMERISATION 
DU COLLAGENE CORNEEN. 
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Cette thèse, dédiée à l’application de l’élastographie pour la cornée, est divisée en 4 chapitres 

comportant les éléments suivants : 

 

-‐ Chapitre 1 : Introduction de la technologie du Corneal Collagen Cross-linking (CXL) 

pour le Kératocône (KC) et de la problématique clinique sous jacente  

 

-‐ Chapitre 2 : Concept de l’élastographe cornéen par imagerie des ondes de 

cisaillement et premiers résultats expérimentaux sur les yeux d’animaux.  

 

-‐ Chapitre 3 : Cheminement de la recherche expérimentale entreprise pour aboutir à la 

validation d’un modèle de CXL trans-épithélial assisté par iontophorèse.  

 

-‐ Chapitre 4 : Perspectives du transfert technologique de l’élastographie ultrasonore 

par onde de cisaillement pour les applications cliniques.  
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APPORT DE L’ELASTOGRAPHIE PAR IMAGERIE DES ONDES DE 

CISAILLEMENT POUR L’EVALUATION DE LA PHOTO-POLYMERISATION DU 

COLLAGENE CORNEEN 

 

Résumé 
 

Le cross-linking du collagène cornéen (CXL) est une cornéoplastie mini-invasive reposant sur 

un concept biomécanique difficile à objectiver physiquement et dont les preuves de 

l’efficacité thérapeutique sont d’interprétation complexe. Les principes, les nuances et les 

résultats du CXL sont colligés dans cette thèse afin de valider l’intérêt du modèle 

expérimental choisi pour tester la pertinence de notre travail de recherche sur l’élastographie 

cornéenne par ondes de cisaillement.  

 

Notre cheminement expérimental a abouti au choix du modèle de CXL trans-épithélial (T-

CXL) assisté par iontophorèse (I-CXL), réalisé in vivo, sur œil de lapin. Les mesures 

élastographiques obtenues après euthanasie ont ainsi pu démontrer une modification 

significative du profil d’élasticité de la cornée après CXL, testé successivement de manière 

dynamique et statique.  

 

Nos résultats confirment donc l’efficacité biomécanique instantanée du I-CXL et donnent une 

idée plus précise de la valeur de la photo-polymérisation du tissu cornéen isolée des 

phénomènes liés à la cicatrisation. Les enjeux technologiques de l’élastographe cornéen par 

analyse des ondes de cisaillement ont pu être définis afin de développer une stratégie de mise 

en œuvre d’un système pertinent pour la pratique clinique.  

 

Mots clés 
 

Cornée, Biomécanique, Elastographie, Ondes de cisaillement, Imagerie supersonique, 

Elasticité, Kératocône, Photo-polymérisation du collagène cornéen (CXL), Riboflavine, 

Iontophorèse. 
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CONTRIBUTION OF SHEAR WAVE IMAGING ELASTOGRAPHY FOR  

CORNEAL COLLAGEN PHOTO-POLYMERIZATION ASSESSMENT 

 

Summary 
 

 

Corneal collagen cross-linking (CXL) is a kind of minimaly invasive corneoplasty mainly 

based on a biomechanical concept, which is very difficult to measure physically, and which 

the therapeutic efficacy understanding is complex.	  Principles, different protocols and results 

are summarized in this thesis in order to illustrate the usefulness of the experimental model 

chosen in our experimentations about elastographic corneal shear wave imaging. 

 

The pathway of our experimental work have led to the choice of trans-epithelial CXL (T-

CXL) assisted by iontophoresis (I-CXL), performed in vivo, on rabbits eyes. Elastographic 

measurements we obtained after animals euthanasia have shown a significant change of the 

corneal elasticity profile after CXL, successively tested in a dynamic and in a static fashion.  

 

Our results do confirm the biomechanical efficacy of the I-CXL procedure and give a more 

precise idea of the sole photo-polymerization effect by avoiding any confounding healing 

concern. Technological issues for corneal elastography with shear wave imaging have been 

raised in this thesis to develop a realistic strategy for the launch of a clinically useful device. 
	  
	  
Key words 
 
	  
Cornea, Biomechanics, Elastography, Shear wave, Supersonic Imaging, Elasticity, 

Keratoconus, Corneal collagen cross-linking (CXL), Riboflavin, Iontophoresis. 
	  
	  
	  
 
Laboratoire de rattachement 
	  
Unité INSERM 1026 
Bioingénierie Tissulaire (BioTis) 
Directeur de laboratoire : Dr. Joëlle Amédée 
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Chapitre 1 
La technologie du Corneal Collagen Cross-linking pour le 

Kératocône 
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I - Introduction 

    

Le Kératocône (KC) est la maladie de la « défaillance biomécanique cornéenne » par 

excellence. Elle est considérée comme rare avec une incidence < 1 cas /2000. Il a été 

démontré sur des cornées atteintes que le tissu cornéen, qui s’amincissait et faisait hernie en 

avant (ectasie), diminuait progressivement son niveau d’élasticité. 1-2 Cf. Figure 1. 

 

 
 

Figure 1: Exemple de déformation kératocônique (ectasie) avancée (stade 4), avant greffe de 

cornée.	  D	  Touboul. 

 

De plus, des cassures de la membrane de Bowman et des défauts d’ancrage des fibrilles ont 

pu être mis en évidence, laissant penser qu’il y pourrait y avoir un phénomène de glissement 

des attaches des fibrilles du stroma antérieur sur la membrane de Bowman, secondairement 

responsable de l’amincissement et de l’ectasie. Des hypothèses génétiques, mécaniques 

(frottement), enzymatiques (atopie, inflammation) ont été avancées pour expliquer cette 

dégénérescence structurale. Depuis une dizaine d’années seulement, l’efficacité du traitement 

photo-polymérisant par corneal collagen cross-linking (CXL), dont la cible privilégiée est le 

stroma antérieure, apporte une preuve indirecte du tropisme préférentielle de la maladie dans 

cette zone. 3 La réalisation d’une découpe de la membrane de Bowman et du stroma antérieur 

lors du LASIK, déclenchant la dramatique ectasie post Laser excimer (EPL), est un argument 

supplémentaire pour parler de déstabilisation iatrogène de l’équilibre biomécanique liée à 

l’altération de l’intégrité de la partie antérieure de la cornée. 4 Ce geste étant d’autant plus 

délétère qu’il est parfois réalisé chez des patients présentant un aspect topographique 

évocateur d’un KC latent, dit « infra-clinique, » et « suspect », à juste titre. La photoablation 
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de la surface oculaire (PKR) sans découpe de volet cornéen semble en revanche moins à 

risque en raison de la formation d’une néo-membrane superficielle, souvent décrite 

cliniquement sous le terme de « haze », et surtout du fait de la moins grande profondeur de 

section du réseau fibrillaire antérieur. Certaines observations ont même pu suggérer que la 

PKR pourrait prévenir l’évolution des KC frustes à cause de la suppression de la membrane 

de Bowman « pathologique » et l’activation des kératocytes superficiels.5  

 

II - Rappels préliminaires sur la structure de la cornée 

 

1. Description macroscopique 

 

La cornée est la fenêtre d’entrée transparente de la lumière visible dans l’œil. C’est la partie 

antérieure de la troisième tunique du globe oculaire (1/6ème de la surface totale). Sa forme est 

elliptique à grand axe horizontal (12 x 10,5 mm en moyenne). La géométrie est asphérique 

prolate avec un rayon de courbure antérieur de 7,8 mm. La face postérieure de la cornée est 

parallèle à la face antérieure mais de rayon de courbure postérieur est légèrement plus grand. 

Son épaisseur moyenne centrale est de 520 microns (+/- 20) et son épaisseur en périphérie 

peut atteindre 650 microns. En périphérie, la cornée rejoint la zone du limbe et la surface 

oculaire subit une inflexion de courbure inverse. La puissance réfractive totale de la cornée 

est de 42 D (48 D pour l’interface avant et - 6 D pour l’interface arrière), soit 2/3 du pouvoir 

réfractif total de l’œil (pour un œil emmétrope, normalement proportionné). Son indice 

réfractif moyen est de 1,376. Cf. Figure 2. 

 

                                                                  
Figure 2: Focalisation de la lumière venant d’un point infini et puissances dioptriques de la 

cornée (42 D). Illustration Wikipedia. 
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2. Description histologique et ultra-structurale 

 

La cornée a une vocation essentiellement réfractive puisqu’elle représente les 2/3 de la 

puissance optique de l’œil. Malgré sa finesse, la cornée assure cette fonction réfractive de 

manière particulièrement stable dans le temps. Son amplitude de déformation spontanée est 

très faible, variant très peu avec les mouvements cardiaques, respiratoires ou palpébraux. La 

rigidité d’un tel tissu est donc cruciale au maintien de son homéostasie architecturale et 

fonctionnelle.  

 

La cornée est aussi un tissu anisotrope unique dans le corps humain constituée à 78% d’eau, 

de macromolécules de collagène (principalement type I et V) et de substance fondamentale 

(essentiellement des protéoglycans: decorine et lumican). Sa structure stratifiée est composée 

de 3 couches délimitées par deux membranes basales, Cf. Figure 3. 

 

 
Figure 3: Histologie de la cornée humaine. Illustration F. Léger, CHU Bordeaux. 
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- L’épithélium (10% - 60 microns): pavimenteux et multicouches (5 à 7), régulièrement 

renouvelé à partir de cellules souches disposées dans les cryptes de Vogt, au limbe. la 

membrane de Bowman (8 à 14 microns) sert de membrane basale à l’épithélium. 

 

- Le stroma (90% - 430 microns) est constitué de fibrilles de collagène disposées en lamelles 

orthogonales assurant une structure cristalline et régulière (300 à 500 couches). Celles ci sont 

plus courtes dans le stroma antérieur par rapport à celles du stroma postérieur (respectivement 

0.5-30 µm de long et 0.2-1.2 µm d’épaisseur versus 100-200 µm de long et 1.0-2.5 µm 

d’épaisseur). Son pouvoir oncotique de déturgescence est d’environ 60 mmHg. Les lamelles 

sont orthogonales entre elles avec des orientations temporo-nasale et supéro-inférieure 

privilégiées (en regard de l’insertion des muscles droits oculomoteurs). A la jonction 

limbique, l’orientation des lamelles devient tangentielle et forme le ligament de renforcement 

péri-limbique. En section transversale, la cohésion des lamelles est plus forte en antérieur. La 

structuration du stroma est y est organisée en « résille » avec un certain niveau d’ondulation 

des fibrilles. Dans le stroma postérieur, l’organisation est en « mille feuille » avec des fibrilles 

bien parallèles entre elles. Par ailleurs, le stroma cornéen est un tissu richement innervé mais 

totalement avasculaire, son renouvellement est très lent (5 à 10 ans). Comme illustré Figures 

4 à 6, l’imagerie structurelle est possible par diffraction des rayon X 6 ou par génération de 

seconde harmonique (SHG) 7. L’épithélium et la membrane de Bowman et l’endothélium 

présentent une élasticité très peu significative en comparaison de celle du stroma. En 

revanche, le stroma qui représente la quasi totalité de la valeur biomécanique du tissu est très 

peu cellularisé et très organisé. Il peut être décrit comme un hydrogel contenant 78% d’eau, 

16 % de collagène et 7 % de protéoglycanes et protéines. Les fibrilles de collagène font 2-3 

mm de long and 1.5-2.5 µm de large. Les fibres sont immergées dans une substance 

fondamentale essentiellement constituée d’eau. Elles sont organisées en trousseau et lamelles 

(300 à 500) elles mêmes enchevêtrées pour former un réseau quasi cristallin. Cependant, leur 

orientation est non isotrope, variable du centre à la périphérie et de la surface à la profondeur. 

La résistance du tissu dans son axe frontal (celui des cordages de collagène) est ainsi bien plus 

grande que celle mesurée dans son axe sagittal (empilement de lamelles). 
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Figure 4: Orientation des fibrilles de collagène, observée par diffraction des rayons X. 

WAXS. Boote et al. 2005. 
 

 
Figure 5: Architecture des fibrilles de collagène de la cornée humaine en coupe. Imagerie par 

génération de seconde harmonique (laser femtoseconde), reconstitution du champ en plusieurs 

segments d’imagerie obtenues ex vivo. Jester et al. 2011. 
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Figure 6: Illustration de l’ancrage des fibres de collagène superficielle dans la membrane de 

Bw, vue en imagerie par génération de seconde harmonique (laser femtoseconde), 

reconstitution du champ en plusieurs segments d’imagerie obtenues ex vivo. Jester et al. 2011. 

 

- L’endothélium cornéen (5 à 8 microns) repose sur la membrane basale de Descemet (5 à 20 

microns). C’est une couche unicellulaire de cellules hexagonales qui ne comporte jamais de 

mitose. Elle assure le pompage continu de l’eau qui diffuse passivement des larmes et de la 

chambre antérieur dans le stroma. La densité de ces cellules décroit régulièrement au cours de 

la vie à un taux moyen de 0,3 à 0,6% par an. La densité moyenne centrale des cellules 

endothéliales est d’environ 4000 cell/mm2 à la naissance. 
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III - Physiopathologie grandes ligne de prise en charge du Kératocône 

 

1. Maladie du collagène 

 

Le Kératocône (KC) est une maladie rare (< 1 cas pour 2000), actuellement considérée 

comme une dystrophie cornéenne non inflammatoire et idiopathique.8 Il existe cependant une 

forte prédisposition familiale sans que toutefois un gène ou un mode de transmission ai pu 

être clairement défini.9 La maladie est réputée associée à nombreuses maladies générales, 

souvent génétiques (Trisomie 21, amaurose de Leber, Williams Beuren) et en particulier liées 

à une anomalie du collagène (Marfan, Ehlers-Danlos, etc). Cependant, dans la majorité des 

cas, le KC n’est pas clairement associé à d’autres troubles imputables à une défaillance 

généralisée du collagène. Un certain taux de co-morbidité avec des maladies non rares comme 

le prolapsus de la valve mitrale, l’apnée du sommeil et l’obésité ont pu être incriminées pour 

expliquer une éventuelle surmortalité (non démontrée) de ces patients devant la constatation 

empirique de la baisse de fréquentation des patients atteints de KC dans les cabinets 

d’Ophtalmologie avec l’âge.10  

 

Au niveau de la cornée, selon plusieurs voies de recherche, il est difficile de savoir si le 

problème est lié à un défaut d’ancrage du collagène à la surface cornéenne, à un déficit 

d’interaction entre le collagène et la substance fondamentale du stroma, à un déficit en 

kératocytes, ou d’une susceptibilité trop importante du stroma aux enzymes lytiques 

relarguées dans le film lacrymal. D’une manière plus pragmatique, les anomalies 

microstructurales les plus reconnues sont les suivantes :  

a. Dysplasie épithéliale compensatrice 

b. Cassure de la membrane de Bowman 

c. Amincissement et déformation focale du stroma cornéen 

d. Défaut d’ancrage des fibrilles de collagène superficielles dans la membrane de Bowman 

e. Diminution de la densité des kératocytes par sur expression des récepteurs à l’IL1, signal 

d’apoptose11 

f. Innervation moins dense et plus tortueuse (sensibilité cependant normale)12 Cf. Figure 7 

g. Pouvoir d’imbibition de la cornée diminué (gonfle moins en présence d’eau) 
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Figure 7 : Plexus nerveux superficiel de la cornée désorganisé dans le cas du Kératocône 

(image de droite - microscopie confocale). Patel et al. 
 
 

2. Mise en échec de la stabilité biomécanique de la cornée 

 

Les contraintes biomécaniques sont permanentes dans la cornée, essentiellement liées aux 

mouvements oculaires (tractions), au battement de l’articulation palpébrale (cisaillement), aux 

variations de la PIO (compression). Le KC est globalement le résultat d’une mise en échec du 

système de régulation de la forme de la cornée soumise à l’ensemble des contraintes répétées. 

Ce dernier est assuré par un agencement microstructural très précis et progressivement 

renouvelé dans le temps. Le facteur déclenchant est toujours discuté mais pourrait être 

inflammatoire, hormonal, métabolique, environnemental, comportemental, iatrogénique ou 

idiopathique. 

 

Théoriquement, comme décrit plus haut, le KC a une cornée plus molle (déformable – 

d’élasticité faible) et présente une réponse à la contrainte plus lente que la normalité. 

L’hystérèse cornéenne est elle aussi diminuée car le tissu ne peut pas absorber correctement 

l’énergie mécanique déposée (amortissement ou viscosité diminuée). 
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Assez peu de travaux mesurent la biomécanique de la cornée de patients atteints de KC. Les 

échantillons obtenus post greffe ou post mortem sont rares. Les deux seuls outils 

biomécaniques ayant servi à explorer en pratique clinique la biomécanique du KC sont 

l’ocular response analyzer (ORA) et le dynamic corneal imaging (DTC - Kératron).13-14 

L’essentiel des publications disponibles sur la biomécanique du KC ont moins de 10 ans et 

reposent essentiellement sur les constatations de l’ORA. Le nombre de publications sur 

l’ORA dépasse actuellement les 250 papiers. Il existe en revanche une seule publication 

faisant état du principe de DTC, utilisant un topographe cornéen spéculaire modifié avec 

l’implémentation d’une pointe d’indentation centrale mécanique. Récemment le Corvis ST a 

fait l’objet de quelques publications mais aucune portant sur le KC.15 

 

Andreassen fut un des pionniers (1980) dans l’estimation de la biomécanique du KC par 

extensomètrie en démontrant le déficit d’élasticité des boutons cornéens humains obtenu lors 

de kératoplasties transfixiantes de patients atteints de KC.1 Cf. Figure 49. 

                          

 
Figure 49: Courbes contrainte/déformation pour des cornées humaines normales (courbes 

hautes) ou atteintes de Kératocône (courbes basses). Andreassen et al, 1980. 
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De nombreuses publications ont permis de démontrer l’intérêt de l’ORA pour dépister le KC 

et suivre sa sévérité.16 Cependant, à ce jour, la valeur prédictive de l’ORA pour le dépistage 

du KC n’est pas reconnue comme supérieure à celle de l’analyse morphologique de la forme 

de la cornée (topo et tomographie). L’ORA ne permet donc pas actuellement de prendre de 

réelles décisions en pratique clinique. De nombreuses limitations, évoquées plus haut, sont en 

rapport avec ces résultats. Il ne permet pas en l’occurrence de résoudre le problème inverse, 

c’est à dire de remonter des informations mesurées aux propriétés physiques de la cornée. 

 

De nombreuses tentatives de modélisation de la biomécanique cornéenne sont disponibles 

(équipes de WJ. Dupps et de S. Marcos).17-18 Leur limite est que toute modélisation repose sur 

des assomptions dont la véracité est parfois non connectée avec les propriétés réelles de la 

cornée. Il faudrait pouvoir valider les modèles avec l’aide d’un outil clinique, ce qui pour 

l’instant n’est pas disponible. La modélisation est cependant utile pour essayer de comprendre 

la genèse de l’ectasie et son aggravation dans le temps. Cf. Figure 8. 

 

 
Figure 8 : Simulation à partir d’une topographie d’un patient atteint d’un KC fruste, du 

développement de la maladie en considerant un affaiblissement de 10, 30 et 45% de son 

module d’élasticité. (respectivement A,B et C). Topographies illustrées en mode axial en haut, 

tangentiel en bas. Roy et al, 2011. 

 

Enfin, l’imagerie du déficit constitutionnel ou acquis des embranchements des lamelles de 

collagène entre elles est une voie de diagnostic, pour l’instant lointaine, cependant très 

intéressante à explorer, pouvant prédire une éventuelle évolution péjorative du KC.7 Cf. 

Figure 9. 
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Figure 9 : (A) Illustration de la diminution des interconnexions entre les fibrilles de collagène 

d’autant plus que l’on regarde les fibre les plus profondes (B à D). Il existe environ 4 fois plus 

d’embranchements dans le stroma antérieur par rapport au postérieur. Winkler et al, 2011. 

 

3. Une maladie évolutive 

 

La maladie est dépistée en général au moment de l’adolescence mais parfois dans la petite 

enfance (formes sévères) ou plus tardivement dans la vie (formes frustes). Son évolution se 

fait naturellement vers l’aggravation dont la cinétique n’est pas linéaire. Le KC est réputé 

d’autant plus évolutif que le patient est jeune et qu’il se frotte les yeux. Cette évolution peut 

être assez rapide (bombement de plusieurs dioptries kératométriques en 3 mois), soit très lente 

et même absente après la trentaine.19 Il existe aussi des cas de régression tardive spontanées. 

La maladie est toujours bilatérale mais parfois très asymétrique. L’œil le plus sévèrement 

atteint est souvent associé à un frottement préférentiel, éventuellement lié à la latéralité du 

patient. Ce frottement, souvent très énergique, est multifactoriel, lié à l’inconfort du patient 

(amétropie, conjonctivite allergique, instabilité du film lacrymal, fatigue accommodative, 

dermatite atopique, blépharite chronique). La sévérité de la maladie est quantifiée 

morphologiquement selon des critères de déformation de la cornée, de transparence des 

milieux et de retentissement réfractif. La classification de Krumeich est la plus consensuelle 

et prend en compte la kératométrie centrale, la pachymétrie centrale, la transparence de la 

cornée et la puissance de la myopisation.20 La classification de Alio, plus clinique, prend aussi 

en compte la présence des aberrations optiques de type comatiques.21  
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4. Théorie biomécanique du kératocône 

 

Le primum-movens de l’apparition du KC n’est pas établi, cependant il existe des hypothèses 

impliquant une défaillance localisée de la trame de collagène cornéenne (phénotype 

possiblement génétiquement prédisposé). L’aspect localisé de cette défaillance biomécanique 

entrainerait la redistribution progressive et non harmonieuse de la contrainte de mise en 

tension de la cornée sous l’effet de la pression intra oculaire. Il apparaît donc au niveau de la 

zone concernée un excès de pression qui entrainerait le glissement des lamelles de collagène, 

un amincissement et finalement une protrusion (bombement) de la cornée, le plus souvent 

asymétrique. Un cercle vicieux d’auto-aggravation entrerait en jeu, pouvant aboutir à la 

rupture de la face postérieure de la cornée (hydrops aigu). Dans cette hypothèse les KC les 

plus évolutifs devraient être ceux qui présentent une petite taille mais une pente abrupte. 

L’élargissement du cône pourrait être un mécanisme de stabilisation naturel. Une autre 

hypothèse pour la stabilisation progressive du KC est le durcissement naturel du collagène 

avec l’âge ou plutôt la dose cumulative d’exposition aux UV, le KC étant réputé comme peu 

évolutif après 35 ans. Pour étayer cette hypothèse il a été observé que les diabétiques sont très 

rarement atteints de Kératocône (la glycation du collagène a ainsi été incriminée). Enfin la vie 

en altitude et donc la diminution de la pression atmosphérique (> 1800 m) a par ailleurs été 

proposée comme facteur de risque par certains auteurs (Carlos Arce MD). 

 

5. Alternatives thérapeutiques 

 

La prise en charge du KC a beaucoup évoluée depuis 15 ans. Dans les années 90,  il n’y avait 

pas de traitement proprement dit de la maladie, la prise en charge reposait sur l’éviction des 

facteurs de risques, l’adaptation d’une aide optique (lunette ou lentille rigide) et 

éventuellement la greffe de cornée transfixiante. Dès le début des années 2000 se sont 

affirmées 3 tendances :  

 

h. L’apparition des anneaux intra-cornéens (AIC) pour limiter ou repousser le recours à la 

greffe, (Pr. Joseph Colin - 1997) 

i. La diversification des greffes lamellaires profondes pré-descemétiques (KLAP) afin de 

préserver l’endothélium sain et d’assurer ainsi une plus grande longévité et efficacité des 

greffons. La découpe des berges assistées par laser femtoseconde apportant un supplément 

d’efficacité en minimisant les aberrations optiques résiduelles. 
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j. Le corneal collagen cross-linking (CXL) associé ou non à une photoablation superficielle 

au laser excimer, afin de stabiliser et d’ajuster partiellement la forme de la cornée. 

 

L’arbre décisionnel de la prise en charge du KC comporte de multiples ramifications, les 

principaux nœuds des embranchements sont, par ordre de priorité, les suivants :  

1- Transparence de la cornée dans l’axe visuel : la KLAP est décidée si la vision ne 

remonte pas au test du trou sténopéique  

2- Age du patient et évolutivité de la maladie 

3- Confort visuel du patient en vision binoculaire avec lunettes, asymétrie de l’atteinte 

4- Amplitude de l’amétropie, de l’anisométropie éventuelle et des aberrations dites 

d’ordre supérieur (non corrigeables par des lunettes) 

5- Tolérance aux lentilles rigides  

6- Epaisseur de la cornée au point le plus fin 

7- Statut du cristallin et de la rétine (si myopie forte axile associée) 

8- Opérabilité (si chirurgie envisagée)             

 

L’indication des lentilles rigides reste assez large mais un pourcentage non négligeable de 

patients (20 à 30%) ne peut pas bénéficier de cette aide qui donne, par ailleurs, les meilleurs 

résultats optiques. Ainsi, la place des cornéoplasties pour réhabilitation chirurgicale du KC ne 

cesse de progresser et en particulier avec l’apparition de la possibilité de combinaisons 

synergiques de plusieurs cornéoplasties dites mini-invasives, souvent séquentielles. On 

distingue ainsi : 

k. Le CXL 

l. Les Anneaux intra cornéens (AIC) 

m. La photokeratectomie thérapeutique ou réfractive 

n. La thermorétraction du collagène par micro-ondes 

 

Enfin, les indications de KLAP ont totalement supplanté la traditionnelle greffe transfixiante, 

qui, pratiquée sur des sujets jeunes entrainait le risque d’avoir à regreffer les patients au 

moins deux ou trois fois dans leur vie. Avec une KLAP bien menée, on peut estimer valoriser 

le greffon sur de très grandes durées voir à vie, avec un taux de rejet inférieur à 1%. 

Cependant, compte tenu du coût médico-économique de la greffe et des risques opératoires 

afférents, cette alternative reste réservée aux échecs ou aux contre indications cornéoplasties 

dites mini-invasives.  
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IV - Principe du Corneal Collagen Cross-linking (CXL) 

 

1. Le collagène du stroma cornéen  

 

Le stroma cornéen est composé de :  

- 78% d’eau, 

- De kératocytes (2% du volume tissulaire) et des fibres nerveuses, 

-‐	  D’une	  matrice	  extracellulaire	  :	  

	  

 Polysaccharides	  retenant	  l’eau:	  Glycoaminoglycanes	  et	  Protéoglycanes,	  

 Protéine de structure : Collagène (70% masse sèche de la cornée), de type I 

essentiellement.	  

	  

Le collagène est une macromolécule essentielle dont le schéma répétitif des acides aminés est 

illustré ci dessous. Cf. Figure 10. 

 
 

Figure 10 : Schéma répétitif de la molécule de collagène. Source Wikipedia. 

 

La configuration spatiale d’une fibrille de collagène est une triple hélice de chaines alpha.  
 
En microscopie électronique, les fibrilles de collagène I présentent une striation 

transversale due à l'alternance de bandes sombres et claires (67 nm de périodicité), en raison 

de l’agencement des chaînes de collagène. Les fibrilles forment ensuite des fibres et des 

lamelles enchevêtrées (comme détaillé plus haut, chapitre 1, imagerie ultra-structurale). 
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L’interconnexion entre les fibrilles se fait par le biais des molécules des polysaccharides de la 

matrice, avides en molécules d’eau, assurant l’espacement régulier des fibrilles entre elles.22 

Le processus de CXL induit une nouvelle réorganisation des interconnexions, resserrant les 

espaces et augmentant l’ondulation des fibrilles. Cf. Figure 11. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Image en microscopie électronique à balayage de la cornée (à gauche) avec 

simulation en 3D de la configuration spatiale des polysaccharides agencés autour des fibrilles 

de collagène (à droite). Lewis et al, 2005. 
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2. Définition du CXL 

 

Le CXL est une interaction physico-chimique aboutissant à la photo-réticulation (souvent 

assimilée à une photo-polymérisation) des molécules de collagène dans leur environnement 

immédiat. Ceci induit de durcissement biomécanique du tissu exposé. Il s’ensuit une réaction 

tissulaire dont la vertu est de ralentir le processus d’ectasie des patients atteints de KC. Il faut 

distinguer l’interaction initiale qui est purement dose dépendante et relativement prédictible 

de l’effet escompté en clinique qui est largement multifactoriel.	  	  

	  

Le mécanisme moléculaire est bien connu, consistant en un pontage des résidus NH2 (résidu 

alpha aminé) et CHO (résidu hydroxyallysine) du collagène par le biais de la Lysyl Oxydase, 

seule enzyme capable de réaliser naturellement le cross-linking du collagène. Cf. Figure 12. 

Ce dernier est catalysé en présence de riboflavine à l’état excité par les UV-A.23-24 

 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figure 12: Mécanisme moléculaire du CXL par désamination oxydative. Illustration Spoerl 

et al, 1997. 
 

 

 

 

 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   30	  

3. La molécule de riboflavine 

 

C’est une macromolécule (Pm = 361 g/mol), naturellement présente dans l’organisme à l’état 

de vitamine (B2), précurseur des flavines (coenzymes et nucléotides indispensables au 

métabolisme cellulaire). Celle-ci est photosensible et absorbe la lumière UV transmissible 

pour deux pics de longueurs d’ondes principaux (UVB : 260 nm et UVA 370 nm), elle 

absorbe aussi en pic dans le domaine du bleu (450 nm). La longueur d’onde d’excitation 

choisie pour le CXL (375 nm) n’est pas la plus intensément absorbée du spectre d’absorption 

de la riboflavine mais s’écarte du risque d’absorption mutagène, de la faible transmission 

dans la cornée propre au pic 260 nm, et reste dans le domaine du non visible, contrairement 

au pic 450 nm. Cf. Figure 13. 

 

                                 
Figure 13: Spectre d’absorption de la riboflavine. Dans la fenêtre biologique passant la 

cornée, on constate 3 pics à 260 nm (UV-C), 370 nm (UV-A) et 450 nm (bleu).  

 

4. La pénétration de la riboflavine dans le stroma cornéen 

 

La riboflavine ne passe pas naturellement la barrière de l’épithélium cornéen (jonctions 

serrées au niveau de la couche basale). Pour diffuser passivement de la riboflavine dans le 

stroma il faut retirer l’épithélium ou le perméabiliser. Une fois pénétrée dans le tissu elle est 

« consommée » par l’interaction UV, il faut donc éventuellement recharger pendant 

l’exposition aux UV si ces derniers sont délivrés trop longtemps afin d’éviter la migration de 

l’interaction trop en profondeur du tissu. Il a été établi à partir d’expérimentations animales 

(lapins) qu’une épaisseur cornéenne minimale de 400 microns était nécessaire pour réaliser le 

CXL sans risque endothélial.  
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La concentration de la riboflavine dans le stroma antérieur dépend de plusieurs facteurs : 

o. La durée d’application de la riboflavine 

p. La concentration de la solution de riboflavine 

q. La viscosité de la solution 

r. L’association à des macro molécules à pouvoir osmotique comme le Dextran 

s. La présence ou non de l’épithélium,  

t. En cas de respect de l’endothélium, la présence de molécules ouvrant des « pores » dans 

l’épithélium ou l’établissement d’un champ électrique entrainant la molécule par 

iontophorèse à travers l’épithélium 

u. La présence ou l’absence de membrane de Bowman (après procédure laser PKT ou PKR) 

v. L’hydratation du stroma 

w. Sa biodisponibilité : c’est à dire sa vitesse d’activation pendant le traitement UV-A qui est 

une réaction dite « oxygène dépendante » 

 

La cinétique de pénétration de la riboflavine est un paramètre majeur pour le succès du CXL. 

Spoerl et al ont pu définir le temps d’imprégnation minimal de riboflavine 0,1% nécessaire 

avant de déclencher les UV-A.25 La concentration de riboflavine fut choisie à 0,1% car au 

delà elle ne serait pas plus absorbante. Celle-ci fut modélisée comme arrivant à un plateau 

(entre 50 et 400 microns de profondeur) au bout de 30 minutes. Le gradient des 

concentrations diminuant de la surface de 0,1% à 0,04% entre la surface et la zone des 400 

microns en profondeur (environ divisé par deux). Cf. Figure 14. 

 
Figure 14: Modélisation de la diffusion de riboflavine en fonction du temps (sans 

épithélium). La concentration dans le stroma superficiel est stable à environ 0,1% en 30 

minutes. Spoerl et al, 2007. 
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La corrélation entre l’absorption de riboflavine et l’efficacité biomécanique fut testée par 

Kissner et al, selon différents protocoles de CXL.26 Montrant bien un très modeste coefficient 

d’absorption des UV-A lorsque l’épithélium n’était pas enlevé, néanmoins légèrement 

amélioré lorsque celui-ci était altéré par la présence de BAC (chlorure de Benzalkonium) dans 

la solution de riboflavine. L’efficacité biomécanique et le coefficient d’absorption des UV-A 

furent tous deux diminués d’un facteur 5 lorsque l’épithélium était conservé. La présence 

d’une forte concentration de BAC (0,4%) permettait d’atteindre un niveau similaire 

d’efficacité. Cependant la mise en pratique de cette toxicité du BAC sur l’épithélium est 

moins reproductible que lorsque l’on réalise une abrasion systématique. Cf. Figure 15. 

 

 
Figure 15: Taux d’absorption des UV-A (en haut) de 3 protocoles de CXL (3 mW/cm2- 30 

min) : groupes 2,3 avec épithélium et BAC (Chlorure de Benzalkonium), groupe 4 sans 

épithélium, versus témoin (groupe 1) avec corrélation de l’effet biomécanique mesuré par 

extensomètrie (en bas). Cornées de lapins traitées in vivo et mesurées à J0 du CXL. Kissner et 

al, 2010.   

 

L’HPLC (chromatographie en phase liquide à haute performance) est une technique de dosage 

ex vivo de la concentration de riboflavine dans le tissu cornéen. Dans ces conditions, 

l’épithélium est souvent de mauvaise qualité, facilitant le passage trans-épithélial de la 

riboflavine. Cependant, Baiocchi et al ont pu ainsi démontrer que l’épithélium diminuait 

considérablement la concentration de riboflavine dans le stroma.27 Cf. Figure 16. 
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Figure 16 : Concentration de la riboflavine dans le stroma cornéen (mesurée en HPLC) en 

fonction de la présence ou non de l’épithélium. L’épithélium réduit la concentration de 

riboflavine dans le stroma d’un facteur 100. Greffons cornéens humains (receveurs). Baiocchi 

et al, 2009.   

 

5. Interaction lors de l’association cornée / riboflavine / lumière UV-A 

  

Les proches UV-A sont naturellement peu absorbés par la cornée, environ 70% de l’énergie 

est transmise au cristallin et à l’iris. En présence du pigment de riboflavine, il existe une forte 

absorption locale et une fluorescence verte. Des radicaux libres sont produits par l’interaction 

UV-A/riboflavine (anions super-oxyde, oxygène singulet). Ce sont ces radicaux hyper réactifs 

qui catalysent une réaction de désamination oxydative des molécules de collagène.  

 

Au décours de la désamination, le collagène est plus fortement ponté à la substance 

fondamentale du stroma cornéen par l’augmentation des liens entre les protéoglycanes et 

fibrilles de collagène.28 L’encombrement stérique change aux abords de ces pontages, 

modifiant la configuration des molécules d’eau. L’indice réfractif, fortement lié au taux 

d’hydratation, est ainsi localement légèrement modifié. L’intensité et la topographie du CXL 

est dépendante du gradient d’absorption des UV-A par le tissu, supposé saturé en riboflavine. 

 

La loi d’absorption qui prévaut dans ce cas est celle de Beer-Lambert, prévoyant une 

décroissance exponentielle de l’absorption avec la profondeur de pénétration. Pour le C-CXL 

l’irradiance (3 mW/cm2) en surface est réduite d’un facteur 5 à la profondeur de 400 microns 

(0,18 mW/cm2). Il y a donc théoriquement une profondeur limite d’interaction difficile à 

dépasser à condition que le tissu reste saturé en riboflavine. Ceci n’est cependant pas toujours 
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le cas, d’autant plus que la durée d’exposition UV du C-CXL est longue (dilution passive de 

la riboflavine, imprégnation inhomogène), que la recharge en riboflavine n’est pas assurée par 

l’opérateur (bleaching/consommation de la riboflavine) et que la lumière est parfois focalisée 

trop postérieurement (fluence plus forte en profondeur). Dans ces conditions il peut arriver 

que la riboflavine soit trop concentrée dans la zone postérieure du stroma et plus assez dans la 

partie antérieure, aboutissant à une absorption privilégiée des UV-A trop proche de 

l’endothélium. Plusieurs cas d’œdèmes iatrogènes de la cornée avec opacification centrale et 

perte endothéliale ont ainsi été rapportés. Ces patients ont souvent dû bénéficier de 

kératoplastie transfixiante secondairement. 29-30 Cf. Figure 17. 

 

 
Figure 17: Normes de sécurité endothéliales et rétiniennes évaluées sur œil humain. Avec 5,4 

J/cm2 délivrés en surface, le seuil de dommage photochimique au niveau endothélial après 30 

minutes de riboflavine serait environ 12 fois plus haut que la dose délivrée.4031 Spoerl et al, 

2007. 
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6. Réalisation pratique du CXL conventionnel (C-CXL) 

 

Le CXL conventionnel (C-CXL) est le seul véritablement validé par suffisamment d’études 

prospectives. Il est réalisé habituellement sous stricte asepsie, au bloc opératoire et sous 

anesthésie topique.  

 

x. Le premier temps est la desépithélialisation mécanique de l’épithélium sur les 8 mm 

centraux de la cornée.  

y. Le deuxième temps est capital dans sa durée car consiste en l’application de riboflavine à 

la surface de la cornée pendant 20 à 30 minutes, de manière à saturer la concentration du 

stroma antérieur. Soit une goutte par minute est instillée soit un bain de riboflavine est mis 

en place dans une lentille d’imprégnation. 

 

z. Le troisième temps est l’activation de la riboflavine par une lampe UV-A (375 nm) qui 

entraine la réaction de photo-polymérisation in situ. La fluence dépend de la durée 

d’exposition désirée (initialement 30 minutes) et la dose est fixée à 5,4 J/cm2, déterminée 

par les études de sécurité endothéliale. Une goutte de pilocarpine permet de limiter 

l’ouverture pupillaire pendant les UV.  

 

Actuellement il n’y a aucun moyen de contrôle per opératoire de la concentration de 

riboflavine dans le stroma cornéen. Le monitoring de l’effet chimique n’est pas non plus 

accessible. Pour limiter la douleur liée à la desépithélialisation une lentille pansement est 

posée pendant trois jours. Un traitement à base d’antibiotique (8 jours) et d’anti inflammatoire 

(1 mois) en collyre est prescrit. Le patient est le plus souvent contrôlé à J1 et J3, puis M1, M6 

et 1 an post opératoire.  

 

A noter que les UV-A sont peu absorbés par l’atmosphère, il serait donc judicieux de 

conseiller le port de lunettes à filtre solaire UV-A efficace dans les 24 heures suivant le CXL, 

le temps que la riboflavine résiduelle soit évacuée. La lumière bleue est elle aussi susceptible 

d’activer la riboflavine, un filtre orange-rouge serait pertinent.  
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                    7 - Evaluation clinique du CXL 

 

Les indications du CXL ont été abordées plus haut dans le cadre des alternatives 

thérapeutiques. La réalisation d’un CXL fait l’objet d’une surveillance rapprochée pendant 

plusieurs années. Les moyens d’évaluation sont d’ordre optiques, biomécaniques et cliniques.  

 

La première semaine de surveillance recherche les complications inflammatoires ou 

infectieuses, les troubles de la cicatrisation épithéliale. Les complications les plus 

fréquemment décrites (< 1%) 32 sont: 

 

aa. infection sous lentille pansement, réactivation virale (HSV), 

bb. voile fibreux dense persistant (haze superficiel ou profond parfois marqué), 

cc. nécrose cornéenne aseptique (amincissement et fibrose, perforation décrite), 

dd. lésion endothéliale (décompensation cornéenne imposant une greffe), 

ee. retard de cicatrisation épithélial. 

Aucune lésion du cristallin ni de la rétine n’a pu être déplorée jusqu’à présent. 

 

Du premier au sixième mois c’est l’évolution de l’apoptose des kératocytes qui domine le 

tableau de surveillance avec l’apparition d’un voile de cicatrisation central ou « pseudo-

haze », signifiant pour le clinicien la réalité du CXL.33 Cf. Figure 18. Ce voile correspond à 

un remaniement du stroma antérieur bien visible en microscopie confocale avec l’apparition 

de logettes et d’une déplétion kératocytaire transitoire. 34  Les plexus nerveux disparaissent et 

mettent ensuite plusieurs mois à réapparaitre.35 L’OCT permet de voir une hyper-réflectivité 

dans le stroma antérieur, relatif à la zone de ballonisation tissulaire, perturbant la propagation 

de la lumière infrarouge. Une ligne de démarcation entre la zone affectée et non affectée est 

souvent visible dès le premier mois post opératoire et témoigne vraisemblablement de la 

profondeur du CXL.36 
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Figure 18 : En Haut - Image du « pseudo haze » (voile de fibrose superficiel) visible à 1 

mois post C-CXL. Illustration D Touboul. En Bas - ligne de démarcation vue en OCT à 1 

mois post CXL. Kanellopoulos et al, 2013. 

 

Après le sixième mois, les kératocytes sont de retour dans le stroma antérieur et le pseudo-

haze est très atténué. Une très légère diminution de la pachymétrie centrale a pu être 

constatée, plaidant en faveur d’un compaction du stroma cornéen.32 Cependant, les variations 

liées à la qualité de la réépithélialisation peuvent biaiser cette constatation.  

 

L’efficacité clinique du CXL est suivie sur les critères topographiques et tomographiques, ces 

derniers sont perturbés par l’évolution de la maladie, la ré-épithélialisation, les traitements 

anti inflammatoires instillés, l’arrêt du port de lentilles rigides (1 mois), l’arrêt des frottements 

oculaires. Finalement, l’efficacité du CXL est jugée sur sa capacité à stopper ou ralentir la 

progression du KC (stabilisation clinique). L’interaction élémentaire derrière le CXL est la 

polymérisation du collagène mais de multiples facteurs entrent en jeux et peuvent influer le 

résultat des évaluations. Les étapes de saturation en riboflavine, d’absorption des UV-A et de 

durcissement tissulaire intervenant successivement sont eux même soumises à différents 

paramètres de variabilité. Le CXL est donc une interaction complexe dont la compréhension 

nécessite une maturation globale de différents concepts inter connectés. Toute modification 

d’un paramètre du protocole thérapeutique induit ainsi des conséquences sur l’ensemble du 

processus, dont l’évaluation objective n’est pas toujours facilement obtenue. 
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                                     8- Evolution vers différents protocoles et implications 

 

La modification des différents paramètres du CXL aboutit à des effets bien spécifiques : 

 

ff. Durée d’imprégnation de la riboflavine: c’est certainement le paramètre le plus important 

car il détermine la biodisponibilité, la profondeur d’interaction et son intensité maximale. 

gg. Dose des UV-A: ce paramètre permet de définir l’intensité du CXL mais n’est valable que 

pour les zones imprégnées. Sans riboflavine, l’absorption des UV-A dans la cornée est 

faible (< 30%), les UV-A sont stoppés par l’absorption dans l’iris et dans le cristallin. Le 

surdosage comporte un risque de lésions endothéliales irréversibles. Les UV-A ne sont 

toutefois véritablement dangereux que si la cornée est imprégnée en riboflavine. 

Cependant, la dose maximale d’exposition chronique aux UV officiellement 

recommandée est de 1 J/cm2, c’est à dire bien inférieure à celle utilisée ponctuellement 

pendant le CXL. 37 

hh. Durée des UV-A: la durée est peut importante mais reste limitée par le temps de 

réoxygénation de la réaction chimique. Une exposition trop courte (moins de 2 à 3 

minutes), même intense, ne pourra pas aboutir à une ionisation de la riboflavine 

équivalente à celle obtenue lors d’une procédure plus longue. 

ii. Irradiance des UV-A: est défini par le ratio Fluence/durée décidé. La loi physique de 

réciprocité de Bunsen-Roscoe postule que, si la dose d’UV reste constante, la variation de 

la fluence ne limite pas l’interaction. Il est donc possible de raccourcir le temps des UV à 

quelques minutes en augmentant proportionnellement la fluence des UV à plusieurs 

dizaines de mW/cm2. Wernli et al ont décrit une limite de validité de cette loi de 

réciprocité, au dessus de 45 mW/cm2, l’effet de CXL diminuant dramatiquement 

(extensomètrie, cornée porcine, ex vivo).38 Cf. Figure 19. 
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Figure 19 : Effet du CXL en gardant une dose constante de 5,4 mJ/cm2, mais en augmentant 

l’irradiance. Au delà de 45 mW/cm2 l’effet biomécanique du CXL disparaît. Wernli et al, 

2013.	  	  

	  

a. CXL accéléré (A-CXL) 

 

La durée du C-CXL est d’environ 60 minutes. Elle est jugée longue pour le praticien et le 

patient. Des procédures gardant la même dose mais augmentant la fluence pour diminuer le 

temps des UV ont été proposées. Plusieurs équipes décrivent des procédures au moins aussi 

efficaces d’un point de vue biomécanique mais il n’y a pas encore d’étude clinique 

comparative (versus C-CXL) publiée avec suffisamment de cas et de recul.39 Dans ces 

procédures A-CXL, le temps d’imprégnation à lui aussi été réduit de 30 minutes à 10 minutes, 

ce qui impacte fortement la profondeur d’interaction et rend difficile la pondération des effets 

entre le rôle de la diminution du temps d’imprégnation et celle du temps d’exposition. 

Théoriquement, c’est le temps d’imprégnation qui doit modifier l’efficacité du CXL. Ce 

dernier doit être au moins supérieur au temps de saturation de la cornée en riboflavine pour ne 

plus avoir d’impact sur la qualité de la procédure.  
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Il existe une polémique sur l’équivalence des doses d’UV-A délivrée selon un temps plus ou 

moins court. Par exemple, est-il équivalent, d’un point de vue physique, de délivrer 30 min 

d’UV-A à 3 mW/cm2 ou 3 min d’UVA à 30 mW/cm2, la dose totale de 5,4 J/cm2 restant 

identique ? La loi physique de Bunsen-Roscoe semblerait confirmer cette équivalence. Dans 

les faits, certaines simulations semblent contradictoires mais il faut garder en tête que 

l’expérience clinique ne rend pas compte de l’interaction physique de photo-polymérisation 

isolée mais de l’ensemble du processus, comprenant la cinétique d’imprégnation et la qualité 

d’oxygénation de la réaction 40, différente du modèle conventionnel dans les protocoles 

cliniques dits « accélérés » disponibles.41 Cf. Figure 20. Les tests biomécaniques 

d’extensométrie ont en revanche démontré une différence peu significative entre C-CXL et A-

CXL.40 Cf. Figure 21. Néanmoins, seuls les résultats de sécurité et efficacité clinique 

permettrons de valider le meilleur chemin. Ces derniers sont trop rares pour conclure 

actuellement.39 

 

 
Figure 20: Modélisation de l’absorption des UV-A en fonction des protocoles C-CXL et A-

CXL. Le stroma antérieur devrait être plus efficacement durci par le protocole C-CXL. 

Schumascher et al, 2012. 
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Figure 21: Comparaison entre le protocole CXL rapide et conventionnel par extensomètrie 

sur cornée porcine ex vivo.  Le protocole rapide (10 mW/cm2 – 9 minutes UV-A) fut environ 

30% plus effectif pour durcir la cornée que le traitement conventionnel  (3 mW/cm2 – 30 

minutes UV-A). Ce résultat est cependant contradictoire avec le modèle théorique publié par 

le même auteur en 2012 (Schumascher et al). 

 

b. CXL trans-épithélial (T-CXL) 

 

La sécurité du CXL serait très grandement améliorée si l’épithélium était respecté. Cependant 

la difficulté est de faire passer la riboflavine à travers l’épithélium sans le dénaturer 

définitivement. Plusieurs stratégies ont été envisagées : 

jj. augmenter la porosité par des substances à toxicité modérées, instillées quelques minutes 

avant la riboflavine (BAK, EDTA) 

kk. coupler la riboflavine avec un radical favorisant sa pénétration (TRIS) 

ll. utiliser une riboflavine hypo-osmolaire (sans Dextran) 

mm. pousser la riboflavine chargée électriquement à l’aide d’un champ électrique 

d’intensité constante (iontophorèse). 

 

A ce jour, aucune stratégie n’a prouvé son efficacité pour permettre le passage d’une quantité 

raisonnable de riboflavine dans le stroma antérieur. Les publications montrent une efficacité 

clinique modérée de l’approche T-CXL, pour l’instant considérée comme inférieure en 
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efficacité par rapport au C-CXL.42-43 La préservation de l’épithélium permettant toutefois de 

réaliser le CXL sur des cornées plus fines que 400 microns (> 350 microns toutefois).  

 

La iontophorèse est une procédure utilisée depuis de nombreuses années dans diverses 

spécialités.44 Elle fut proposée depuis peu pour le transfert trans-épithélial de la riboflavine 

pour le CXL (concept du I-CXL). Sa validation clinique est actuellement en cours.  

 

Le seul article publié sur la iontophorèse en pratique clinique (n= 22 yeux) montre une ligne 

d’hyper réflectivité du stroma antérieur en OCT, plutôt superficielle mais relativement 

encourageante vis à vis de l’application ciblée.45 Cf. Figure 22.	   Caporossi et al ont 

communiqué sur leurs premiers cas de iontophorèse, montrant des constatations similaires par 

pratique d’OCT per-opératoire. 46 Cf. Figure 23.	  	  

    
Figure 22: Illustration de la procédure de CXL assisté par iontophorèse (Potok-1, Russie). 

Les images d’OCT à 1 mois post-I-CXL (en bas) montrent un rehaussement de la réflectivité 

(flèches) dans les 200-250 microns antérieurs par rapport à la cornée en pré-opératoire (en 

haut). Le suivi clinique de ces patients sur 12 mois montrait une stabilisation des 

kératométries et l’absence totale de complication. Bilkova et al, 2013. 
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Figure 23: Illustration de la procédure de CXL assistée par iontophorèse (Sooft®)(A-B). Les 

images d’OCT per-opératoire montrent une hyper réflectivité dans les 80 microns antérieurs, 

plus marquée avec la procédure conventionnelle sans épithélium (C) qu’avec la procédure de 

iontophorèse (D). Vinciguerra et al, 2013, Poster AAO, non publié. 

 

La iontophorèse pour le I-CXL faisant l’objet d’une description détaillée au chapitre 3, nous 

ne donnerons donc pas plus d’informations ici. 
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V - Preuves d’efficacité du CXL 

 

Il existe de multiples dispositifs expérimentaux ayant fait l’objet d’essais pour démontrer 

l’efficacité du CXL. Nous passerons ici en revue les résultats les plus significatifs et 

l’essentiel des études seront détaillées dans l’ordre suivant : 

 

nn. Imagerie structurale 

 

 Histologie 

 Tests d’inflation hydrique 

 Microscopie électronique à transmission (MET) 

 Diffraction X 

 OCT et Microscopie optique confocale  

 Microscopie multiphotonique  

 Test de digestion enzymatique 

 

oo. Elastographie quasi-statique 

 

 Extensomètrie 

 Microscopie acoustique (SAM) 

 Elastographie par tomographie à cohérence optique (OCT) 

 

pp. Elastographie Dynamique 

 

 Imagerie des ondes de cisaillement de surface 

 Imagerie des ondes de cisaillement supersoniques 

 

qq. Essais cliniques 
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1. Imageries structurales 

 

a. Histologie 

 

Lors des premières expérimentations jetant les bases de la sécurité du CXL et les paramètres 

clés d’imprégnation et d’irradiance, le concept d’apoptose des kératocytes a été considéré 

comme le premier témoin histologique de l’effectivité du CXL. La libération des radicaux 

libres dans le stroma a non seulement un effet sur le pontage du collagène mais objectivement 

aussi une réelle cytotoxicité sur les kératocytes.47 Cf. Figures 24 et 25.	    La limite entre 

l’intensité de l’effet biomécanique et le seuil de cytotoxicité n’est pas bien établie mais la 

corrélation entre les changements de dureté et la profondeur de la déplétion kératocytaire est 

vraisemblable.	  48 

 
 

Figure 24: Seuils de cytotoxicité kératocytaire en fonction de l’irradiance des UV-A délivrés 

dans une cornée saturée en riboflavine (établi sur model lapin). En pratique clinique, ce seuil 

est choisi à 3 mW/cm2 et impose une cornée d’épaisseur minimale de 400 microns. 

Wollensak et al, 2004. 
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Figure 25 : L’examen histologique en coloration HAS, montre bien une déplétion 

kératocytaire majorée en fonction de l’irradiance d’UV-A délivrée (A<C<E: respectivement 

0,75, 1,88, 4 mW/cm2 à 24 Heure post CXL).	  Wollensak et al, 2004.	  	  
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b. Tests d’inflation hydrique 

 

La résistance de la cornée à l’hydratation extrême après CXL, augmentée uniquement dans la 

partie antérieure du stroma, est un test indirect simple illustrant bien le pontage des lamelles 

antérieures.49 Le pouvoir d’éclaircissement de la cornée par CXL a pu être constaté également 

en clinique avec certaines publications le proposant comme adjuvant à la réduction de 

l’œdème dans la prise en charge des dystrophies endothéliales. 50 Cf. Figure 26. 

 
Figure 26: La cornée de droite est celle avec CXL, la cornée de gauche est le contrôle. Après 

CXL et 24 H de stockage dans une chambre humide, les cornées avec CXL sont plus 

transparentes et moins épaisses (modèle porcin ex vivo), la présence des fentes claires en 

histologie signent l’absence d’œdème dans la partie antérieure de la cornée (zone a), à la 

différence des zones de stroma moyen et postérieur, peu affectées par le CXL (zones b et c). 

Wollensak et al, 2007. 

 

 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   48	  

c. Microscopie électronique à transmission (MET) 

 

La MET a permis d’objectiver les signes intra cellulaires de mort programmée des kératocytes 

exposés au CXL. 51 Cf. Figure 27. 
                          

 
Figure 27: Condensation de la chromatine, rétraction cellulaire, présence de corps 

apoptotiques diminuant avec la profondeur des kératocytes, de gauche à droite : 100, 300 et  

450 microns (G X 10000). Dhaliwal et al, 2009. 

 

Un argument morphométrique fort est le changement de l’organisation des fibrilles du stroma 

antérieur. Vu en MET, l’ordre des fibrilles de collagène a pu être amélioré et le diamètre des 

fibres sensiblement augmenté. 70 52 Cf. Figure 28. 
 

 
Figure 28: Illustration du « gainage » des fibrilles de collagène prédominant dans la partie 

antérieures du stroma, et de l’augmentation de « l’entropie » des fibres (ordre) après CXL. G 

X 70000. Cornées de lapins ex vivo. Wollensak et al. 2004.  
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Une étude, menée par Akhatar et al (2013)52, sur des boutons receveur de greffes de cornées 

pour Kératocône, confirme un certain niveau de réorganisation spatiale des fibrilles de 

collagène dans la partie antérieure du tissu après CXL. Cf. Figure 28. 

 
 

Figure 28: MET avec classification automatisée des calibres des fibrilles de collagène après 

CXL dans le stroma antérieur d’un patient normal (A-B), KC (B-C), KC après CXL (E-F). 

Code couleur pour le diamètre de section des fibres : Jaune > Bleu > Vert > Rouge. On note 

une augmentation de l’ordre des fibrilles et une augmentation du diamètre des fibrilles 

(apparition du bleu après CXL, initialement remplacé par le rouge retrouvé plus abondant 

dans les cornées KC versus patient normal). Akhatar et al, 2013. 
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e. OCT et Microscopie optique confocale  
 

La visualisation de la déplétion kératocytaire en microscopie confocale in vivo et 

l’observation en OCT cornéen d’une ligne de démarcation pourraient être corrélés à la 

profondeur du traitement et à son intensité.36 En revanche, l’intensité d’un « haze » superficiel 

observable en biomicroscopie est, semble t-il, plutôt corrélée à la sévérité du KC au moment 

du CXL. Ainsi, il est probable que les formes plus avancées, à cornées trop fines, soient plus 

sujettes à la transformation des kératocytes activés en myofibroblastes.   

 

Le CRNK du CHU de Bordeaux a pu mener une étude clinique, publiée en 2012, comparant 

différents modes de CXL, confirmant l’utilité du microscope confocal pour surveiller l’effet 

du CXL in vivo. 35 Cf. Figures 29 et 30. 
 

 
 Figure 29: Coupe OCT (Optical coherence tomography) à 1 mois post A-CXL montrant une 

ligne de démarcation franche entre le stroma antérieur et moyen (flèches). D Touboul et al. 

2012. 
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Figure 30: Microscopie confocale in vivo: Comparaison de trois protocoles de CXL : EPI 

OFF conventionnel C-CXL et Accéléré (A-CXL) et EPI ON Trans-épithélial (T-CXL). On 

note peu d’effet visible avec le T-CXL et une nette disparition des kératocytes dans le stroma 

antérieur et moyen pour le C-CXL et A-CXL, ce dernier étant toutefois plus confiné dans le 

stroma antérieur. La déplétion des kératocytes régressait fortement entre 3 et 6 mois post 

opératoire, la déplétion des plexus nerveux était plus durable. D Touboul et al. 2012. 
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f. Microscopie multi-photonique  

 

Vues en microscopie d’émission de seconde harmonique (imagerie à deux photons - SHG), 

les fibrilles de collagène sont nettement plus compactées après CXL qu’avant. Cette 

constatation est peut être en rapport avec l’apparition de nouvelles connexions entre le 

collagène et la matrice tissulaire.53 L’étude	   de	   Tan	   et	   al	   (2013)54 retrouve	   des	  

constatations	  similaires.	  Cf. Figure 31.	  

 
Figure 31: Images SHG de cornées porcines, ex vivo, montrant un aspect plus ondulé des 

fibrilles après CXL. Echelles : barre A = 75 microns ; barre B = 7 microns. Tan et al, 2013. 
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g. Test de digestion enzymatique 

 

L’argument de la résistance du collagène à la lyse enzymatique, plus grande après CXL 

(pepsine, collagénase) est indirect, mais semble pertinent. 55 Cf. Figure 32. 

      
 

Figure 32: Test de digestion enzymatique, cornées porcines (ex vivo), pour des procédures de 

CXL d’irradiation croissante de gauche à droite observé après 3 jours de digestion 

enzymatique avec une pepsine (en haut) ou une collagénase (en bas). Spoerl et al (2004). 
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2. Elastographie Cornéenne 

 

a- Introduction 

 

L’élastographie est un domaine de recherche dont l’essor en radiologie remonte à la fin des 

années 80. L’objectif de l’élastomètrie ou de l’élastographie cornéenne est d’accéder au 

module d’élasticité de la cornée aussi nommé module de Young (E). Pour ce faire, on observe 

un mouvement tissulaire associé à l’application d’une force à la surface ou au sein de la 

cornée. On a donc pour chaque portion de tissu examiné une première étape d’excitation pour 

obtenir une déformation et une seconde étape d’observation du mouvement généré. Cette 

phase d’excitation peut être intrinsèque ou extrinsèque.  

 

Il existe typiquement trois régimes d’excitation distincts :  

- le régime statique (contrainte continue),  

- le régime stationnaire (oscillations), 

- le régime impulsionnel (impulsion brève).  

 

Concernant l’étape d’observation, il existe deux approches différentes, transposable au cas de 

la cornée:  

- l’approche quasi-statique, 

- l’approche dynamique.  

 

L’équipe de J. Ophir a contribué largement au développement de l’élastographie dite statique, 

s’intéressant aux milieux diffusants pour lesquels l’évolution temporelle du « speckle » 

échographique permettait de mesurer les déplacements. Cf. Figure 32. Ce speckle est défini 

comme le résultat de l'interférence des signaux rétrodiffusés par les inhomogénéités contenues 

dans le milieu. L’élastographie dite dynamique est devenue secondairement la spécialité de 

l’Institut Langevin-ESPCI, mondialement reconnu pour son expertise dans ce domaine. 
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Figure 32 : Exemple d’étude de la variation du speckle échographique. J Ophir. ESPCI. 

 

Dans le cas de l’élastographie dite quasi-statique, on applique une contrainte continue au 

milieu. Le déplacement généré est alors estimé entre la position de repos et la position sous 

contrainte. On peut ainsi en déduire la déformation et calculer le module de Young par 

l’intermédiaire de la loi de Hooke, la contrainte globale étant à peu près estimée. Dans la 

pratique, l’estimation du déplacement est réalisée par corrélation bidimensionnelle des images 

échographiques, ce qui donne une image de déformation. La cinétique de la contrainte étant 

inconnue, on représente le plus souvent uniquement la déformation dans l’image finale, c’est 

l’élastogramme. Cette technique a l’avantage d’être simple à mettre en place. En revanche, 

l’absence de connaissances des conditions aux limites (dont le rôle est très important dans la 

limite des stimulations basses fréquences), de la contrainte (même si des méthodes itératives 

permettent de l’estimer à partir de la surface) et de l’estimation de la déformation (qui 

nécessite une dérivation spatiale et est donc sujet au bruit) en fait une technique non 

quantitative. 

 

Pour le cas de l’élastographie dite dynamique, le milieu doit avant tout être excité par une 

impulsion brève (élastographie impulsionnelle) ou avec une fréquence déterminée 

(élastographie stationnaire). On part ensuite de l’équation d’onde de cisaillement permettant 

de relier le champ de vitesse mesurée à la distribution du module de Young. Les techniques 

d’élastographie dynamique ont l’avantage de permettre une imagerie quantitative. Elles 

nécessitent cependant un matériel plus complexe permettant la génération des ondes de 

cisaillement (vibreur ou pression de radiation) et un dispositif de détection des ondes de 

cisaillement plus sensibles à des petites déformations (échographie ultrarapide ou séquences 

IRM d’encodage du mouvement). 
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L’ensemble des cycles de palpation stimulation/observation utilisés en élastographie donnent, 

selon les cas, une information utile sur de la dureté tissulaire locale ou moyenne, superficielle 

ou profonde, relative ou absolue. Les moyens de stimulations et d’observations pour la cornée 

sont variés et sont résumés dans le tableau suivant. Cf. figure 33. 

 
Figure 33 : Classification des principales méthodes d’élastographies cornéennes selon les 

modalités de stimulation et d’observations possibles. Illustration D Touboul. 

 

b- Elastographie quasi-statique à forte amplitude de déformation : 

Extensométrie 

 

Le modèle physique de biomécanique de la cornée n’échappe pas aux modélisations 

habituellement utilisées pour caractériser les milieux biologiques ou tissus mous. Ainsi, la 

modélisation du comportement biomécanique de la cornée entre dans le cadre des lois de 

comportement des corps dits viscoélastiques où les notions d’élasticité et de viscosité 

définissent des propriétés comportementales de la matière sous l’effet d’une contrainte (force 

extérieure).  
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Le modèle de Kelvin-Voigt est souvent utilisé pour illustrer le comportement des corps 

viscoélastiques. Il met en série, comme dans un circuit électrique, une composante d’élasticité 

(module de Young : E) et une composant de viscosité (η). Ces dernières sont estimées 

expérimentalement lors d’un cycle de charge et de décharge définissant le profil d’élasticité 

du corps à tester, comme décrit dans le paragraphe suivant. 

 

L’élasticité quantifie la résistance d’un corps à la déformation (rapport contrainte/déformation 

ou force de résistance par unité de surface en Pascal (Pa = Newton (N)/m2), c’est à dire la 

dureté de ce corps. Cependant, à chaque niveau de déformation correspond une dureté 

spécifique. La variation de cette dureté peut être plus ou moins linéaire en fonction du type de 

matériau et de sa capacité à garder son intégrité structurale sous la contrainte, c’est son profil 

d’élasticité. Comme pour toute construction physique, il existe un régime de déformation 

réversible, puis un régime de déformation irréversible (souvent dit plastique), précédant le 

point de rupture. Un corps purement élastique garde donc des propriétés dites élastiques dans 

les limites de sa déformabilité. Les valeurs connues d’élasticité de la cornée sont estimées par 

le module d’Young dans une amplitude de valeurs comprises entre 0.159 MPa et 57 MPa, 

selon les études.56 

 

Dans son régime de déformation réversible, par définition, le délai de durcissement ou de 

ramollissement d’un corps purement élastique est nul (exemple du ressort), et sa vitesse de 

déformation constante. En revanche, lorsque celui-ci subit une latence lors de la mise en 

charge ou en décharge, ce dernier adopte un comportent dit viscoélastique où la viscosité 

(Pa.sec) est finalement la dérivée dans le temps de l’élasticité (exemple de l’amortisseur de 

voiture). En corollaire, l’énergie de déformation donnée à un matériau élastique est 

entièrement absorbée par celui-ci sans dissipation de chaleur. Dans le cas d’un corps 

viscoélastique, il existe une déperdition thermique (le corps chauffe) correspondant à 

l’hystérésis de ce corps, c’est à dire à sa capacité de transformation de l’énergie mécanique 

sous la forme de chaleur.57 

 
Autrement dit, lorsqu’un corps contraint ne peut pas absorber toute l’énergie délivrée sous la 

forme d’une déformation il doit l’évacuer dans l’environnement sous forme de chaleur, assez 

rapidement pour ne pas perdre son intégrité (rompre ou fondre). Sa vitesse de déformation 

n’est donc plus constante mais décrit le plus souvent une courbe d’allure sigmoïde où le 

retour du corps à l’état de repos, une fois la contrainte levée, se fait à une vitesse différente de 
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celle constatée à sa mise en charge. La différence entre les deux trajets dépend du profil 

d’élasticité du corps testé. 

 

Plus précisément, le cycle de déformation sous la contrainte permet de tracer une courbe dont 

la pente, mesurée en tout point de la courbe, correspond à une valeur élasticité à un moment 

donnée de ce cycle. Le propre du mouvement de déformation d’un corps viscoélastique est de 

retrouver pour un même seuil de contrainte des valeurs d’élasticité différentes lors du chemin 

mise en charge et de mise en décharge du corps testé. La dureté du corps change ainsi en 

fonction du cycle de déformation du tissu, c’est sa signature viscoélastique. Le cycle ne décrit 

pas une droite mais un périmètre dont la surface est proportionnelle à l’hystérésis du corps 

concerné. De plus, l’amplitude de la contrainte et la vitesse de sa mise en œuvre influence ce 

profil viscoélastique alors que seule l’amplitude de la contrainte influencerait le trajet du 

profil d’un corps qui ne serait que purement élastique. La déformation spatiale d’un corps 

viscoélastiques est donc temporellement dépendante. Cf. Figure 34. L’exemple typique 

pouvant servir d’illustration est celui de la déformation d’un matelas en polymère 

viscoélastique : un coup de poing très puissant mais d’appuis très court déformera 

modestement le matelas localement, en revanche un coup de poing moins puissant mais 

d’appui plus prolongé inscrira une déformation plus ample.  

 
Figure 34 : Représentation schématique de la courbe contrainte/déformation pour un corps 

viscoélastique. La période d’application de la force suit le trajet bleu, la période de 

relâchement suit le trajet rouge, l’aire entre les deux courbes (η) représente la valeur de 

l’hystérésis. La pente de la courbe représente la variation du module de Young (E). 

Illustration D Touboul. 
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Ainsi, les tests d’analyse du ratio de déformation du tissu cornéen par extensométrie avant et 

après exposition au CXL sont à la base du développement de la technologie. Wollensak et 

Spoerl furent les premiers à mettre au point le protocole standardisé de découpe des lamelles 

de tissu pour mise en traction et cycles de contrainte/élongation. Les CXL furent pratiqués sur 

des cornées humaines, porcines ou de lapins, essentiellement ex vivo. Les résultats les plus 

représentatifs sont commentés dans les légendes des figures suivantes. Cf. Figures 35 et 42.  

 

                  
                                

 
 

Figure	  35:	  Méthodologie	  pour	  préparation	  des	  «	  strips	  »	  de	  lamelles	  cornéennes	  pour	  

mesures	  élastométriques	  et	  réalisation	  des	  courbes	  contrainte/déformation.	  Wollensak	  

et	  al,	  2004.	  64	  
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Figure 36 : Courbe élastométrique de contrainte/déformation pour la cornée porcine, soumise 

à différents traitements. La déformabilité est plus faible associant riboflavine et spectre solaire 

ou riboflavine et UV-A 365 nm. Les UV-A seuls n’ont pas d’efficacité par rapport au groupe 

témoin. Spoerl et al, 1998. 58 

 

                 
Figure	  37	   :	  Courbe	  élastométrique	  de	  contrainte/déformation	  pour	   la	  cornée	  porcine,	  

soumise	  à	  différents	  traitements.	  Le	  glutaraldéhyde,	  fixateur	  histologique	  bien	  connu,	  a	  

une	  efficacité	  plus	  forte	  pour	  durcir	  la	  cornée	  (porcine, ex vivo) que le couple riboflavine + 

UV-A, cependant intermédiaire avec le groupe témoin. Wollensak et al, 2004. 48 
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Figure	  	  38	  :	  Illustration de la rigidification de strips de cornées porcines après CXL (image 

inférieure). Wollensak et al, 2004.48 

            
Figure	   39:	   Illustration de la rigidification de strips de cornées porcines après CXL 

(échantillons à gauche des images), comparant le stroma antérieur (image de gauche) et 

postérieur (image de droite) isolés par une découpes au microkératome mécanique. Seul le 

stroma antérieur est significativement durci par le CXL.59 Kohlaas et al, 2006. 
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Figure	   40	   :	   Comparaison	   extensométrique	   du	  modèle	   humain	   avec	   le	  modèle	   porcin	  

(strips).	  Le CXL est proportionnellement plus efficace sur le tissu humain car la profondeur 

du CXL est reliée à l’épaisseur de la cornée, plus fine chez l’homme. La cornée humaine non 

traitée semble par ailleurs nettement plus élastique que la cornée porcine, malgrè une 

épaisseur moindre. Wollensak	  et	  al,	  2004.	  60 
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Seule une étude publiée en langue anglaise par Wollensak et al (2009), inclue dans le 

précédent tableau, a pu évaluer par extensométrie l’efficacité du CXL réalisé in vivo, sur des 

cornées de lapins, dans un suivi prospectif. 61 Les résultats sont résumés ci-dessous :  

 

 
 

Figure	  41:	   Valeurs	   d’élasticité	   de	   la	   cornée	   retrouvées	   par	   extensométrie	   sur	  modèle	  

lapin	  à	  J	  1	  (n	  =3),	  3	  mois	  (n	  =3)	  et	  8	  mois	  (n	  =3)	  post	  CXL.	  L’augmentation	  du	  module	  de	  

Young	  fut	  constatée	  constante	  et	  estimée	  à	  environ	  80%,	  par	  rapport	  à	  l’œil	  témoin,	  non	  

traité.	  Wollensak	  et	  al,	  2009.	   
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Figure	   42:	   Valeurs	   absolues	   du	   durcissement	   obtenu	   par	   CXL,	   mesuré	   par	  

extensométrie	  sur	  cornée	  de	   lapins	   (multiplication	  par	  un	   facteur	  2).	   	  Wollensak	  et	  al,	  

2009.	  62	  

 

L’extensométrie cornéenne a ainsi permis de lancer la technologie mais souffre de 

nombreux biais méthodologiques : 

 

- Réalisation du CXL ex vivo le plus souvent, 

- Perte des conditions aux limites du tissu par la découpe des strips, 

- Quasi absence de suivi dans le temps des effets du CXL, 

- Utilisations d’espèces variables, dont l’épaisseur est elle aussi variable et est importante 

pour déterminer le ratio de tissu affecté par le CXL ainsi que pour l’efficacité de la mise en 

traction des tissus. 
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                            c -  Elastographie quasi-statique à faible amplitude de déformation 

 

Des méthodes plus subtiles que l’extensométrie ont été mises en œuvre par différents auteurs. 

L’inflation du globe oculaire entier a comme avantage de maintenir la cornée dans des 

conditions aux limites réalistes. La pression est augmentée progressivement et le ratio de 

déformation de la surface oculaire permet de calculer une variation d’élasticité relative.  
 

i. Microscopie acoustique  

 

Le SAM (pour scanning acoustic microscopy) permet de mesurer en coupe la variation de 

vitesse acoustique dans de la cornée, proportionnellement au module de compression. Il a pu 

être mis en évidence par He et al 63 puis par Beshtawi et al. 64  Cf. Figures 43 et 44. Une nette 

différence de profil vitesses de propagation du son dans la cornée après CXL. Il n’est pas 

certain que cette méthode mesure directement le durcissement du collagène mais serait plutôt 

le reflet du taux d’hydratation, modifié par le CXL. 

 

	  
	  

Figure	  43	  :	  Le	  délai	  acoustique	  entre	  les	  échos	  des	  faces	  avant	  et	  arrière	  d’une	  cornée	  

porcine	  (ex vivo)	  permet	  de	  donner	  une	  estimation	  relative	  du	  durcissement	  de	  celle-‐ci.	  

He	  et	  ont	  mis	  au	  point	  un	  système	  mesurant	   la	  réfléctance	  des	  ultrasons,	  celle-‐ci	  étant	  

perturbée	  après	  CXL.	  He	  et	  al,	  2010.	  
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Figure 44 : A gauche, images de cornées humaines (ex vivo) traitées (en haut) ou non (en bas) 

par CXL, obtenues en microscopie acoustique SAM. A droite, accélération de la vitesse des 

ondes de compression dans le stroma antérieur après C-CXL ou A-CXL. Beshtawi et al, 2013. 
 
 

ii. L’imagerie par tomographie à cohérence optique (OCT) 

 

Elle permet une bonne résolution pour réaliser des mesures élastographiques à grand champ.	  

Kling	  et	  al	  ont	  pu	  valider	  la	  diminution	  de	  la	  déformabilité	  de	  la	  surface	  cornéenne	  après	  

CXL.	  65	  	  Cf.	  Figure	  45.	    

	  	    
Figure	  45:	  Amplitudes	  des	  modifications	  de	  courbure	  antérieure	  de	   la	  cornée	  vues	  en	  

OCT	  quasi-‐statique.	  Après	  CXL,	  la	  cornée	  est	  moins	  déformable	  (globes	  porcins,	  ex vivo).	  

Kling	  et	  al,	  2010.	  
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Couplé	   à	   un	   système	   de	   jet	   d’air	   pulsé,	   l’OCT	   devient	   «	  dynamique	  »	   et	   permet	   une	  

élastographie	   quasi-‐statique	   par	   indentation	   (OCT	   haute	   fréquence).66 Le	   concept	   est	  

proche	  de	  celui	  du	  Corvis	  ST	  qui	  n’a	  pas	  fait	  l’objet	  de	  publication	  sur	  le	  CXL	  à	  ce	  jour.	  Cf.	  

Figure	  46.	  

 

 
 

 
Figure	  46:	  Amplitudes	  des	  modifications	  de	  courbure	  antérieure	  de	   la	  cornée	  porcine	  

(ex vivo) vues	  en	  élastographie	  OCT	  dynamique	  (jet	  d’air	  calibré	  de	  20	  ms).	  Après	  CXL,	  la	  

cornée	   est	   moins	   déformable	   (globes	   porcins).	   La	   cornée	   humaine	   est	   bien	   moins	  

déformable	   que	   la	   cornée	   porcine	   malgré	   une	   plus	   faible	   épaisseur	   moyenne.	   Cette	  

technologie	  est	  transposable	  in vivo.	  Dorronsoro	  et	  al,	  2012.	  
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L’élastographie OCT développée par Ford et al 67 fut aussi utilisée par Armstrong et al sur 

modèle lapin, après différents modes de CXL réalisés in vivo avec un suivi de deux mois. 68 

Cf. Figure 47. 
 

 
 
 
 

Figure	  47	  :	  Mesure	  du	  durcissement	  moyen	  par	  élastographie	  OCT	  de	  cornées	  de	  lapins,	  

in vivo,	   deux	   mois	   post	   CXL.	   Après	   CXL,	   la	   cornée	   durcie	   paradoxalement	   plus	   après	  

procédure	  trans-‐épithéliale	  (Benzalkhonium	  :	  BKC).	  Armstrong	  et	  al,	  2013.	  
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             d - Elastographie dynamique par analyse de la propagation d’ondes mécaniques 

 

Il est certain que, le plus souvent, l’observation d’un objet induit un changement relatif de son 

état et donc un biais d’examen inévitable. Pour bien faire, le scientifique choisit les procédés 

d’observation qu’il juge les moins compromettants pour la caractéristique qu’il cherche à 

observer sur son sujet. Il en est de même pour la biomécanique cornéenne dont l’outil 

princeps est un stimulus mécanique qui implique une modification de l’état basal de l’objet. 

Le mieux est donc de respecter au mieux l’intégrité morphologique du sujet et de mesurer des 

indices de dureté en limitant les variations morphologiques pendant l’examen. Le principe de 

la mesure de la vitesse de propagation des ondes mécaniques qui est développé dans ce 

manuscrit semble être une des solutions des plus pertinentes.  

 

L’expression mathématique de l’élasticité est résumée par la loi d’Hooke (1678). L’élasticité 

ou module d’Young (E) est défini comme le rapport de la contrainte sur la déformation. Il 

s’exprime aussi en fonction du module de compression (K : Bulk) et du module de 

cisaillement (µ) selon l’approximation suivante appliquée aux tissus mous : 

 

                                   
 

Les tissus biologiques peuvent être considérés comme quasi- incompressibles car le module 

de compression K (GigaPa) est très supérieur au module de cisaillement µ (102 à 107 Pa). Le 

module de cisaillement µ, qui quantifie la dureté des tissus, peut varier de plus d’un ordre de 

grandeur d’un tissu à l’autre (graisse, tissu conjonctif, glande, muscle, etc). N’oublions pas 

que l’on parle de quasi incompressibilité et non pas d’incompressibilité car, sans 

compressibilité, il ne pourrait y avoir propagation d’ultrasons dans le milieu. De plus, en 

l’absence de dispersion importante, la vitesse des ondes de cisaillement est directement liée à 

µ. Ainsi : 

 

Si K >> µ ; alors E est presque égal à 3 µ avec la relation : µ = ρv2  (ρ= densité de l’eau). 

Ainsi, en mesurant la vitesse de l’onde de cisaillement v, on remonte simplement à la valeur 

de E.  
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La figure 48 montre le spectre de différentiation des tissus biologiques en fonction des 

modules de compression et de cisaillement : 

 

 
 

Figure 48 : Ordres de grandeur et fenêtres de variations des modules d’élasticité dans le corps 

humain (Sarvazyan et al). Le module d’élasticité de la cornée, très proche de son module de 

cisaillement, se situe habituellement entre 0,1 et 10 MPa. Source Thèse T Deffieux. 

 

i- Principe de l’utilisation des ondes mécaniques pour faire de l’élastographie 

dynamique 

 

Il existe deux types d’ondes mécaniques pouvant se propager dans les tissus biologiques. Ces 

ondes mécaniques répondent à une stimulation oscillatoire générée à distance ou dans le 

milieu de propagation. Leur propagation résulte des propriétés biomécaniques des tissus 

traversés et en particulier de leur cohésion et architecture interne. Ces deux types d’ondes sont 

classés en fonction de la direction préférentielle de la déformation qu’ils imposent au tissu. 

Ainsi, les ondes de compression induisent un déplacement dans l’axe de propagation de 

l’onde alors que les ondes de cisaillement induisent un déplacement perpendiculairement à 

l’axe de propagation de l’onde. Cf. Figure 49. 
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Figure 49: Illustration des ondes mécaniques de compression (a) et de cisaillement (b). 

Source Thèse T. Deffieux. 

 

Chacune de ses ondes peut être utilisée afin de sonder la matière. Le principe même du sonar 

puis de l’échographie repose sur la génération d’ondes de compression par une source de  

vibrations ultrasonique. Celle-ci permettant de recevoir les échos obtenus au niveau des 

interfaces dont l’impédance acoustique est variable. Cependant, la mesure du temps de vol de 

ces échos permet avant tout de tracer une cartographie morphologique des milieux traversés. 

Ces ondes de compression se propageant particulièrement bien dans l’eau, principal 

constituant des tissus biologiques, elles sont particulièrement adaptées à l’imagerie tissulaire 

mais ne donnent pas directement de renseignements sur le comportement biomécanique du 

tissu. Pour en obtenir il faudrait surtout pouvoir mesurer les fines variations de vitesse des 

ondes mécaniques se propageant entre deux interfaces échogènes. Les différences intra-

tissulaires de comportement au passage de l’onde sont en effet peu exploitables du fait de la 

très faible compressibilité de l’eau contenue dans les tissus. L’échographie traditionnelle, qui 

se base sur l’émission d’ondes mécaniques haute fréquence (1 à 50 MHz), n’est donc sensible 

qu’aux changements de module de compression des tissus.  

 

En revanche, la génération d’ondes mécaniques de beaucoup plus basses fréquences dans le 

corps (10 à 500 Hz) induit du cisaillement dans les milieux avec une sensibilité assez 

pertinente pour différentier les différentes zones de dureté d’un organisme biologique. Par 

ailleurs, l’atténuation de ces ondes, qui est fonction de la viscosité du milieu et de leur 

guidage géométrique au sein du tissu (réflexions et effets de bords), donne des informations 

complémentaires sur les propriétés biomécaniques du tissu.  
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       ii- Elastométrie dynamique cornéenne par ondes de surface 

 

• Principe 

La génération d’ondes de cisaillement de surface (onde de Rayleigh) est possible sur la cornée 

en appliquant à son contact une sonde à ultrasons piézoélectrique (technologie SWE : surface 

wave elastometry). La vibration localisée générée par une brève poussée ultrasonore entraîne 

la propagation concentrique et centrifuge d’une onde sismique de surface qui se déplace avec 

une vitesse proportionnelle au module de cisaillement et donc à l’élasticité moyenne entre le 

point de stimulation et le point de récupération du signal. Compte tenu de l’atténuation de 

l’onde, l’électrode de récupération du signal ne doit pas être trop éloignée (1 à 3 mm). Le 

temps de vol mesuré peut être utilisé pour cartographier la surface oculaire de manière 

séquentielle. C’est le travail réalisé par Dupps et al 69 sur des cornées porcines à l’aide du 

prototype fabriqué par Sonic Eye (PriaVision Inc ®). Cf. Figure 50. Secondairement, le 

durcissement de la cornée grâce au CXL accéléré (flash) a pu ainsi être mis en évidence par 

Rocha et al 70 (18.3 m/s avant CXL versus 25.5 m/s après CXL) sur modèle porcin ex vivo. 

 
Figure 50 : Illustration des ondes de cisaillement de surface (sismique) à gauche. Dispositif 

expérimental avec illustration de la sonde Sonic eye (Priavision®) à droite. Rocha et al, 2008. 
 

• Avantages et limitations 

La technologie est intéressante car permet une mesure simple de la biomécanique via les 

propriétés de propagation des ondes de cisaillement superficielles. En clinique, la technologie 

est appropriée pour la détection de mécanismes isotropes affectant la tension de surface 

véritablement homogène. La mesure est réalisée en mode contact et ne permet pas d’imagerie 

associée, les conditions de mesures sont dépendantes de la compression exercée sur le tissu. Il 

est difficile de suivre l’évolution d’une zone de la cornée dans le temps, la dureté de surface 

n’est sans doute pas le témoin de la dureté globale de la cornée. Cette technologie n’a pas fait 

l’objet d’étude clinique à ce jour. 
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       iii- Elastographie cornéenne dynamique par ondes de cisaillement 

 

• Principe  

 

Le principe de l’élastographie dynamique par onde de cisaillement ou shear wave (SW) est 

d’imposer une compression localisée et de très faible amplitude de déplacement (environ 10 

microns) au sein de la cornée, puis de mesurer la vitesse de déplacement de l’onde de 

cisaillement ainsi générée avec une sonde d’échographie suffisamment rapide pour voir 

passer la déformation. La mise en forme de l’onde de compression est déterminante afin de 

générer efficacement une onde de cisaillement transversale. La technologie Shear wave 

Supersonic Imaging (SSI) repose sur une poussée ultrasonore séquentielle évoluant de la 

surface à la profondeur du tissu en plusieurs impulsions successives distribuées plus 

rapidement que la vitesse de propagation de l’onde générée. Cette construction de la poussée 

induit l’équivalent d’un cône de Mach (à l’origine du terme Supersonic) et permet d’obtenir 

une onde de cisaillement quasi-plane. Cf. Figure 51. Les deux étapes d’excitation et 

d’acquisition sont effectuées par une même sonde échographique pilotée électroniquement. 

 

 
 

Figure 51 : (a) Le point focal est déplacé à une vitesse supersonique par rapport à la vitesse 

de déplacement de l’onde de cisaillement afin de créer une onde plane par interférences 

constructives. (b) Exemple du déplacement axial induit dans un gel d’agar. Source J Bercoff 

et al, 2004. 

 

 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   74	  

La partie d’analyse de la vitesse de l’onde qui permet une estimation de la dureté en 2D du 

tissu, repose sur une imagerie de déplacement très haute fréquence (10 à 20 MHz), environ 

1000 fois plus rapide que les systèmes échographiques habituels (50 images seconde). A cette 

fréquence la propagation de l’onde, qui est typiquement de quelques mètres par seconde, est 

visible et permet de reconstituer une cartographie par moyennage d’une séquence 

d’impulsions. Pour une barrette échographique longue de quelques centimètres, le temps de 

passage de l’onde est de quelques millisecondes. La méthode est souvent qualifiée de 

transitoire car le délai entre la stimulation et la mesure de vitesse est très court ; ce qui par 

ailleurs permet d’éviter le bruit de fond lié aux rebonds des ondes aux berges du tissu 

(conditions aux limites). Le traitement des données permet d’extraire la vitesse de 

propagation de l’onde de cisaillement en chaque point du plan d’imagerie. Enfin la conversion  

de l’image de cisaillement en cartographie d’élasticité fait intervenir une stratégie complexe 

de traitement du signal qui sera expliquée au Chapitre 2. 

 

• Avantages et limitations 

 

Les valeurs de dureté mesurées sont le reflet des véritables propriétés viscoélastiques de la 

cornée. Le tissu n’est pas macroscopiquement déformé. L’imagerie est transitoire et permet de 

négliger l’importance des conditions aux limites. L’onde est guidée, ce qui limite la 

dispersion et l’importance de la viscosité. Enfin, la technologie est transposable in vivo car 

elle est non destructrice. 

 

Comme tout échographe, le couplage est au mieux assuré en immersion ou avec un gel 

échographique en prenant soin de purger toute les bulles d’air. Dans ces conditions, le taux 

d’hydratation de la cornée peut varier et perturber les propriétés biomécaniques. Le couplage 

impose des conditions d’examen parfois difficiles à obtenir sur l’animal, nécessitant la 

réalisation d’un bain d’immersion et la mise en traction des paupières. Chez l’homme, la 

faisabilité d’un dispositif d’interface est étudiée dans le Chapitre 4. Les conditions de mise 

en tension et les déplacements de la cornée ont une importance sur les mesures (PIO, 

paupières, mouvements oculaires, etc). 

 

La résolution spatiale de l’élastographie cornéenne par SSI est néanmoins dépendante de la 

fréquence de la sonde qui pour l’instant ne dépasse pas 20 MHz, ce qui correspond à une 

résolution axiale de 70 microns. 
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3. Essais cliniques : les preuves d’efficacité sur la maladie Kératocône 

 

L’essentiel des arguments pour définir l’efficacité du CXL pour l’arrêt de la maladie KC 

repose sur plusieurs études de cohortes. Ces études sont relativement faibles d’un point de vue 

méthodologique mais concourent toutes vers les mêmes tendances : le C-CXL inhibe la 

progression des KC évolutifs à au moins 12 ou 25 mois de suivi pour plus de 80% des 

patients. 71 La cohorte historique de Dresden fut publiée par Wollensak et al en 2003.72 Cf.	  

Figure	  52.	  La revue de la littérature de Suri et al reprend l’essentiel des données cliniques sur 

l’amélioration kératométriques.73 L’étude Australienne initiée par Wittig et al est la seule 

étude comparative avec réelle randomisation des patients, avec à présent un suivi moyen de 3 

ans.74-76 Cf.	   Figure	   53.	   L’étude du CRNK démontre aussi une bonne efficacité 

kératométrique des procédures à 12 mois. 77 Cf.	  Figure	  54.	  

	  

 

 
Figure	   52	   :	   Suivi	   longitudinal	   (30	   mois)	   de	   la	   kératométrie	   moyenne	   de	   la	   cohorte	  

historique	  de	  CXL	  de	  Dresden.	  Wollensak	  et	  al,	  2003.	  
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Figure	  53:	  Résultats	  à	  3,6	  et	  12	  mois	  (de	  gauche	  à	  droite)	  pour	  :	  Kmax,	  Kmoyen,	  Acuité	  

visuelle)	   de	   la	   cohorte	   Australienne,	   seule	   étude	   randomisée	   sur	   le	   CXL.	  Wittig	   et	   al,	  

2007.	  L’étude	  à	  3	  ans,	  qui	  sera	  bientôt	  publiée,	  retrouve	  les	  mêmes	  tendances. 
 

 
 

Figure	   54	   :	   Pourcentages	   de	   patients	   évolutifs,	   stables	   ou	   régressifs	   à	   6	   et	   12	   mois	  

observés	  dans	  la	  cohorte	  Française	  (CRNK).	  Asri	  et	  al,	  2011. 

 

Globalement, le CXL induit une diminution de la kératométrie centrale d’environ 1 à 2 D 

avec parfois une amélioration de la meilleure acuité visuelle. Néanmoins, il existerait un 

échappement de l’effet pour les enfants quelques années après la procédure et les cornées trop 

fines (< 330 microns) ne seraient plus efficacement stabilisées par le CXL (solution hypo-

osmolaire).78-79 
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VI - CONCLUSIONS DU CHAPITRE 1 
 
 

Ce premier chapitre explique la réalité du CXL et l’importance de ces nuances, il le 

positionne comme un élément capital dans le spectre des indications thérapeutiques de 

la prise en charge du Kératocône. Il justifie l’intérêt des chercheurs pour une approche 

trans-épithéliale et accélérée des protocoles, il introduit en particulier la iontophorèse 

comme une innovation très pertinente compte tenu des attentes des cliniciens. Il tente 

une lecture objective des preuves scientifiques du fonctionnement et de l’efficacité 

biomécanique de la procédure de CXL.  

 

Les preuves indirectes de durcissement de la cornée et l’effet clinique du CXL ne sont 

plus sujettes à caution. En revanche, la plupart des constatations biomécaniques 

obtenues après CXL sont extrapolées de modèles animaux, issues le plus souvent d’essais 

réalisées ex vivo, en dehors des conditions aux limites de la cornée, sans évaluation de 

l’effet dans le temps. Cette constatation renforce l’intérêt de développer des approches 

de mesures de la biomécanique cornéenne in vivo et in situ capable de saisir les subtilités 

biomécaniques impliquées lors d’un CXL. 
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Chapitre 2  
Du concept de l’élastographe cornéen à l’évaluation 
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I – Introduction 

 

Notre projet d’élastographe cornéen par analyse des ondes de cisaillement est issu de la 

collaboration entre le CHU de Bordeaux et l’institut Langevin. Il s’inscrit dans le cadre d’une 

ANR TechSan qui fut subventionnée pour 3 ans sous l’appellation « Projet Microélasto ». 

Ce projet comportait un volet ophtalmologique associés à deux autres volets, dermatologique 

et vétérinaire, qui ne seront pas détaillés ici. Historiquement, je fus co-initiateur de ce projet 

suite à ma première rencontre avec le Dr. Mickael Tanter en septembre 2007. Une première 

publication dans IEEE, sortie en 2009, a secondairement été le point de départ de la rédaction 

de l’ANR Microelasto obtenue par l’ESPCI en janvier 2010. J’ai ensuite pu participer aux 

différentes étapes du projet avec une implication personnelle variable.  

 

Le travail de recherche accompli peut être divisé en plusieurs étapes : 

1. Adaptation des caractéristiques techniques de la sonde échographique SSI à la cornée 

et aux conditions d’expérimentations 

2. Validation des algorithmes de calcul du temps de vol des ondes de cisaillement dans la 

cornée 

3. Evaluation et de la relation élasticité-pression ex vivo (porcin) 

4. Evaluation de l’anisotropie ex vivo (porcin) 

5. Evaluation du corneal collagen cross linking cornéen conventionnel (C-CXL) ex vivo 

puis in vivo (porcin) 

6. Evaluation du CXL trans-épithélial assisté par iontophorèse (I-CXL) in vivo (lapins) – 

Histologie 

7. Validation de l’innocuité échographique (lapins) – Histologie 

8. Cahier des charges pour le travail sur l’interface œil/machine en clinique 

9. Réflexions sur un modèle expérimental humain pour évaluation du CXL 

10. Préparation d’un CPP pour validation clinique (Kératocône, glaucome, presbytie) 

 

Les étapes 1 à 5 ont fait l’objet de la thèse de science du Dr. TM Nguyen (soutenue fin 2012), 

les étapes 6 à 10 font le cœur de mon travail de thèse rapporté ici. Afin de comprendre le 

cheminement de cette deuxième thèse sur l’élastographie cornéenne, un rappel des principaux 

développements engagés préalablement ainsi que le résumé des essais réalisés sur les cornées 

porcines est nécessaire et fera donc l’objet de ce troisième chapitre. 
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II - Adaptation des caractéristiques techniques de la sonde échographique SSI à la 

cornée et aux conditions d’expérimentations  

 

1.  Particularités technologiques de l’élastographe cornéen haute fréquence          

 

La technologie SSI a initialement été appliquée à l’imagerie des tissus mous et glandulaires 

comme le sein, la prostate, la thyroïde, le foie.1 La transition vers des structures beaucoup 

plus denses et de petites épaisseurs a nécessité un développement très spécifique de la sonde 

et du traitement du signal. Les rappels ci-dessous mettent l’accent sur les points importants à 

considérer pour comprendre le cahier des charges de l’élastographe dédié à l’application 

cornéenne.  
 
La particularité de la technologie SSI est de pouvoir utiliser la même sonde échographique 

pour à la fois stimuler le tissu et enregistrer sa réaction. 2  

 

Ce principe permet d’atteindre des cadences d’imagerie ultra-rapides nécessaires (> 20000 

images/sec), compte tenu de la vitesse de propagation des ondes de cisaillement dans les 

tissus biologiques (paquet d’ondes dont le spectre en fréquence varie approximativement 

entre 200 et 1500 Hz) qui est de l’ordre du mètre par seconde.3  

 

Ainsi, la cornée, mesurant environ 12 mm de diamètre en moyenne, est traversée en 

seulement quelques millisecondes. Pour éviter les rebonds échographiques aux limites, 

l’analyse doit être encore plus rapide et ne fut uniquement possible qu’avec l’optimisation 

réalisée sur l’échographe Aixplorer® par la société Supersonic Imagine. L’astuce consiste 

essentiellement à supprimer l’étape de focalisation en émission puisqu’un seul tir non focalisé 

est utilisé pour insonifier simultanément tous les points du plan d’imagerie. L’image est 

ensuite reconstruite et retravaillée par la méthode du « beamforming en réception ». Pour 

augmenter la qualité de l’image et le ratio signal/bruit, plusieurs tirs sont successivement 

enregistrés et une sommation des signaux permet d’optimiser le résultat (méthode du 

compound spatial cohérent). Dans cette approche, le tissu est scruté avec des ondes planes 

ultrasonores d’inclinaisons différentes ce qui permet de reconstruire une image avec un 

minimum de bruit de fond. L’ensemble des images est alors stocké dans l’élastographe. Par 

intercorrélation des différentes images ultrasonores acquises un film des déplacements de 

l’onde de cisaillement est reconstruit. Puis un calcul du temps de vol sur ce dernier, permet 
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ensuite de remonter aux propriétés visco-élastiques du milieu. Une cartographie des vitesses 

de cisaillement ou du module de Young en 2D est ainsi réalisée. 4 Cf. Figure 55. 
 

 
Figure 55: Illustration de la propagation d’un paquet d’ondes de cisaillement induit par une 

poussée ultrasonore unique dans une cornée porcine, ex vivo (flèche). Analyse en mode 

élastographique (superposé au mode B échographique) à 0,6 ; 1,5 et 2,4 ms montrant la 

position des ondes et leur vitesse de progression. Les pixels figurés en rouge représentent la 

zone de déflexion axiale maximale du train d’ondes. Nguyen et al, 2012. 

 

Dans le cas de l’examen de la cornée, l’augmentation de la fréquence de la sonde est 

nécessaire pour améliorer la résolution spatiale de l’image (par diminution de la longueur 

d’onde). Elle permet aussi la réduction de l’atténuation du signal en profondeur (pénétration). 

La fréquence basale de la technologie a ainsi été augmentée de 8 MHz à 15 ou 20 MHz en 

fonction des expérimentations. Cf. Figure 56. 
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Figure 56 : Illustration des différentes sondes échographiques utilisées pour l’élastographie 

cornéenne. Source ESPCI. 

 

Cependant, les ultrasons peuvent avoir un impact sur les tissus si leur puissance acoustique est 

trop élevée (phénomènes mécaniques et thermiques). Dans le cadre de l’élastographie de 

l’ensemble des organes du corps, ces normes permettent d’appliquer la technique sans 

problème, cependant, les normes de sécurité ultrasonores établies par la FDA (Food and Drug 

Administration) sont beaucoup plus strictes pour l’œil que pour les autres organes. Elles 

imposent des tests d’innocuité afin de pouvoir obtenir la conformité et passer à des études sur 

l’humain. Il faut souligner que ces normes ont été initialement définies pour les applications 

d’imagerie de la rétine, tissu bien plus susceptible que la cornée ou le cristallin. Ainsi, après 

quelques essais préliminaires sur la cornée humaine, il s’est avéré que les puissances 

ultrasonores requises pour obtenir une image de qualité dépasseraient vraisemblablement les 

limites définies pour l’Ophtalmologie. L’essai clinique initialement prévu dans l’ANR 

(cohorte de patients porteurs d’un kératocône ou d’un glaucome) ne pouvait donc plus voir le 

jour en raison de ce problème de norme, remettant en cause le marquage CE de l’élastographe 

pour cette application. Afin d’obtenir sereinement les accords par les autorités sanitaires en 

vue d’une étude clinique, des tests d’innocuités ont ainsi été programmés sur modèle lapin 

pour démonter la possibilité de dépasser les normes FDA sans risque intra oculaire, et en 

particulier rétinien (Cf. Chapitre 4). En parallèle, des études sont projetées pour réduire les 

puissances émises tout en conservant un rapport signal sur bruit suffisant pour détecter la 

propagation des ondes de cisaillement dans la cornée. Il serait par exemple possible de 

cumuler des tirs successifs à différents endroits, ou de fabriquer une nouvelle sonde haute 

fréquence sans focalisation en élévation pour diminuer la pression maximale dans le plan 

d’imagerie tout en profitant d’un plus large volume de poussée. 
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2. Validation des algorithmes de calcul du temps de vol des ondes de cisaillement 

dans la cornée  

 

Dans le cas de la cornée, il s’agit d’étudier une fine lamelle tissulaire baignée par le milieu de 

couplage échographique et par l’humeur aqueuse. Dans ces conditions,  les ondes de 

compression se propagent donc comme dans un milieu homogène infini, tandis que les ondes 

de cisaillement sont guidées par la géométrie de la cornée. La dispersion induite par la 

viscosité du milieu est alors négligeable devant la dispersion induite par le guidage d’onde. 

En conséquence, dans le cas d’une plaque mince viscoélastique, on peut déterminer 

l’élasticité indépendamment de la viscosité du milieu par analyse de la courbe de dispersion. 

La viscosité peut ensuite être déduite de la mesure de l’atténuation. 

 

Afin de proposer une modélisation réaliste de la cornée, celle-ci peut être assimilée à une 

plaque fine immergée dans un liquide. Dans ce cas, la plaque et le milieu extérieur constituent 

un milieu homogène du point de vue des ondes de compression, mais présentent un fort 

contraste de module de cisaillement qui entraîne le guidage des ondes de cisaillement. 

L’approximation analytique est alors la méthode la plus simple pour prédire la courbe de 

dispersion puisqu’il suffit d’appliquer l’équation suivante pour obtenir la vitesse de phase v φ 

de ces ondes: 

 
Où h est l’épaisseur de la plaque, ω la fréquence de pulsation, et cT la vitesse de l’onde de 

cisaillement. Typiquement, les épaisseurs h variant de 500 µm à 1,5 mm, les vitesses 

transverses cT variant de 8 à 20 m/s, les fréquences ω variant de 500 à 1500 Hz. 6  
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La valeur du module d’élasticité est secondairement calculée pour chaque fréquence avec la 

formule : 

 
 

Par ailleurs, il a pu être démontré par le Dr TM Nguyen que la viscosité du milieu n’a pas 

d’influence sur la courbe de dispersion des ondes guidées.7 Autrement dit, la dispersion 

induite par la viscosité du milieu est négligeable devant la dispersion induite par le guidage 

d’onde (c’est-à-dire par la géométrie du milieu). En conséquence, dans le cas d’une plaque 

mince viscoélastique, on peut déterminer l’élasticité indépendamment de la viscosité du 

milieu par la courbe de dispersion. La viscosité peut cependant ensuite être déduite de la 

mesure de l’atténuation. 
 
III – Résultats expérimentaux  

 

1. Imagerie de la cornée et évaluation et de la relation élasticité-pression ex vivo  

 

La mesure de l’élasticité cornéenne sur modèle expérimental ex vivo est délicate car 

l’élasticité est fortement corrélée à de nombreux paramètres physiques et biologiques parfois 

difficile à réguler à un instant précis mais aussi dans le temps. L’élasticité, ou la dureté du 

tissu, est fonction de : 

 

-‐ La trophicité, de l’intégrité biologique du tissu, variable dépendant de la qualité des 

prélèvements, de la conservation, du délai d’examination post mortem, la présence ou 

non d’un épithélium intègre (non perméable), 

-‐ La qualité du montage de la cornée sur une chambre antérieur artificielle (CAA - 

centrage, bulles) ou de l’implantation d’une sonde d’inflation dans le globe entier. 

-‐ La tension de surface exercée à sa face postérieure (pression d’inflation), 

-‐ L’épaisseur du tissu, directement reliée à l’espèce et à son taux d’hydratation, 

facilement perturbée par le milieu échographique (immersion), 

-‐ La durée d’examen en immersion, des effets de diffusions osmotiques entre le bain 

échographique et le tissu, 

-‐ La qualité microstructurale de la cornée selon l’âge et l’espèce. 
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Pour étudier les variations de l’élasticité en fonction d’une seule variable d’intérêt, et en 

l’occurrence la valeur de l’élasticité, il faut pouvoir limiter les biais expérimentaux et faire 

plusieurs mesures pour moyenner les données. Il faut donc un moyen d’assurer un suivi 

continu des principaux paramètres évoqués tout au long des expériences. Cf. Figure 57. 

 

Les deux variables d’intérêt principales à contrôler pour l’expérimentation ex vivo sont:  

 

-‐ (1) Le taux d’hydratation, mesuré de manière indirecte par la pachymétrie à ultrasons 

(US) de la cornée. L’assomption étant de dire que dans la structure lamellaire de la 

cornée, plus le taux d’hydratation est fort plus la cornée est épaisse. La connaissance 

de l’épaisseur moyenne normale de la cornée de porc (650 µm), de lapin (400 µm) et 

humaine (550 µm) permet de savoir empiriquement si le modèle étudié est proche des 

conditions physiologiques. Par ailleurs, l’arrêt de la pompe endothéliale en post 

mortem induit spontanément un œdème de cornée dont la vitesse d’imbibition dépend 

fortement du milieu de conservation (elle se comporte passivement comme une 

éponge). Ainsi, les lois de l’osmose dominent le statut pachymétrique des boutons 

cornéens. Les solutions de conservation contiennent habituellement des 

macromolécules inertes, comme le Dextran, capable de freiner ou limiter la 

turgescence tissulaire. Certains mélanges permettent d’inverser le processus 

d’imbibition post mortem, et d’obtenir une déturgescence osmotique en quelques 

heures. Si la cornée est à nouveau d’épaisseur physiologique et transparente, elle est 

possiblement plus ou moins fine, plus ou moins compactée par rapport à son état 

naturel, infiltrée par des molécules aux vertus osmotiques, inhabituellement présentes 

en son sein. En ce sens, l’analyse ex vivo du processus de photo-polymérisation ou 

Photo-réticulation du collagène par CXL, faisant intervenir les relations intimes entre 

les fibres de collagène et la substance fondamentale, peut être implicitement biaisée. 

-‐ (2) La pression d’inflation régnant dans la CAA, suivie en mmHg est normalement 

bien évaluée par manométrie, plus facilement que dans l’approche in vivo qui sera 

détaillée plus loin. 
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Le montage expérimental utilisé lors des essais sur modèle porcin était le suivant : 

 

  
 

Figure 57 : Montage expérimental pour l’élastographie sur cornées porcines, montées ex vivo 

sur CAA avec contrôle manométrique de la pression d’inflation. Source ESPCI. 

 

La sonde était positionnée à la verticale d’un globe oculaire porcin stabilisé dans un support 

creux, le tout positionné au fond d’un bac d’immersion. Une aiguille fine (32 G) était plantée 

délicatement dans la chambre antérieure en évitant l’inflation de bulle de gaz, une deuxième 

permettait de réaliser le monitoring manométrique et l’infusion à pression constante. 

 

Il a ainsi été possible d’obtenir certains résultats préliminaires démontrant la bonne sensibilité 

de l’élastographie SSI à la mise en tension du tissu cornéen porcin ex vivo. Cf. Figures 58-59. 

Une relation linéaire entre la vitesse de l’onde de cisaillement et la pression dans la CAA 

avait été suggérée avec toutefois un effet de saturation une fois arrivé en régime à hautes 

pressions. Ce premier montage subissait bien sur les biais liés au modèle ex vivo sus 

mentionnés. 
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Figure 58 : Variation de la vitesse de groupe de la cornée en fonction de la pression 

d’inflation en mmHg (PIO). Source TM Nguyen, ESPCI. 

 

 
Figure 59: Evolution assez linéaire de la vitesse des ondes en fonction de la pression 

d’inflation des cornées porcines en Pa. La traduction en kPa est une parabole en raison de la 

variation au carré de la vitesse. Source TM Nguyen, ESPCI. 

 

Comme expliqué plus bas, ce test d’inflation sur modèle porcin n’a pas pu être réalisé in vivo 

car il est difficile de faire varier faiblement la PIO chez l’animal vivant en raison de l’accès au 

globe oculaire déjà bien enclavé sous la sonde d’examen.  
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2. Evaluation de l’anisotropie cornéenne  

 

Plusieurs yeux porcins ont pu être examinés in vivo lors d’anesthésies générales. Le modèle 

porcin a cependant démontré d’importantes limitations pour réaliser des mesures 

reproductibles. En effet, du fait des mouvements respiratoires et des battements cardiaques, 

nous avons pu observer des fluctuations de la dureté de la cornée non négligeables. Le Dr TM 

Nguyen a du développer un asservissement des acquisitions à la systole cardiaque du porc 

afin de mesurer l’élasticité en temps réel. L’objectif était d’obtenir la carte d’anisotropie 

élastique de la cornée in vivo par rotation de la sonde sur 360° (19 coupes par pas de 20°). Cf. 

Figure 60. 

 
Figure 60 : Présentation du montage de la sonde pour une rotation sur 360° au dessus de l’œil 

d’un porc (in vivo). Source TM Nguyen, ESPCI. 

 

Comme illustré plus bas, la carte d’anisotropie a pu démonter des zones de renforcement 

cohérentes avec notre connaissance sur l’architecture biomécanique de la cornée porcine (Cf. 

Chapitre 1; diffraction rayon X). En pratique, ce n’est qu’après sacrifice des animaux et 

réalisation de la cartographie sous inflation du globe porcin plus importante que naturellement 

que les disparités élastiques ont pu être correctement révélées. Nous avions donc ici compris 

qu’il fallait jouer sur l’augmentation de la pression d’inflation afin de visualiser au mieux 

l’anisotropie naturelle du tissu cornéen. CF. Figure 61. 
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Figure 61: Carte d’anisotropie réalisée sur une cornée porcine, in vivo (a) et ex vivo (b), juste 

après énucléation. Le renforcement biomécanique de l’axe horizontal est révélé après mise en 

tension du globe, ex vivo. Source TM Nguyen, ESPCI. 

 

3. Evaluation du Corneal Collagen Cross-linking cornéen conventionnel (C-CXL)  

 

Le C-CXL a bien sur été très vite testé pour montrer la pertinence de la technologie SSI dans 

les perspectives d’un nouvel outil d’imagerie utile en Ophtalmologie. Les premiers tests 

furent réalisés ex vivo sur cornées porcines.4 Cf. Figure 62. 

  
Figure 62 : Premier résultats sur cornées porcines, ex vivo, démontrant sur la cartographie des 

vitesses de groupe un durcissement d’environ 400 à 500% après CXL (image du bas). Tanter 

et al, 2009. 
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Une grande fluctuation des résultats a pu être constatée en raison des conditions d’hydratation 

et de fraicheur des cornées. Globalement, nous avons pu démontrer une accélération de l’onde 

de cisaillement dans la zone traitée d’environ 60 ± 20% (vitesse de groupe). L’importance des 

biais ex vivo pour le CXL nous a conduit à réaliser l’expérience in vivo sur le porc.5 Cf. 

Figure 63. 

 
Figure 63 : Résultats de l’augmentation moyenne de la vitesse des ondes de cisaillement 

après CXL pour des cornées porcines traitées par CXL, ex vivo (n=5). Le groupe contrôle fut 

desépithélialisé et imprégné de riboflavine, le groupe (+) subissait un CXL mais nous 

n’avions pas fait de corrélation avec la pachymétrie cornéenne. Nguyen et al, 2012. 

 

Une approche originale, fut de pratiquer le CXL in vivo de manière sectoriel. La 

polymérisation du collagène, est ainsi mesurée par analyse différentielle du durcissement 

entre les deux secteurs opposés du tissu, limitant les biais intra et extra individuels. En effet, 

comme tous les paramètres sont possiblement imbriqués dans l’efficacité de la photo-

polymérisation, une exposition différentielle du tissu est préconisée. Une moitié du tissu étant 

seulement exposée aux UV-A, l’autre moitié cachée, permettant de comparer le gradient de 

durcissement ou l’anisotropie radiale avec un niveau de biais expérimental relativement 

constant entre les zones d’intérêt (quadrants, méridiens). L’évaluation numérique pertinente 

n’est pas en valeur absolue d’élasticité mais en valeur relative ou en pourcentage à pression 

donnée. Nous avons ainsi mesuré une augmentation de vitesse de groupe de 56 ± 15%. Il est à 

noter que les vitesses de groupe sont moyennées sur toute l’épaisseur cornéenne alors qu’il est 

communément admis que le CXL n’est effectif que sur le premier tiers antérieur de la cornée. 

Cependant, la résolution axiale actuelle de l’élastographie SSI (une centaine de microns) ne 

permet pas encore de distinguer l’élasticité des différentes couches de la cornée. Une série de 
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CXL hémi-sectoriels a montré qu’on peut très nettement délimiter sur les cartes 

élastographiques la zone affectée par le traitement. On a donc à la fois une information 

quantitative sur le durcissement induit par le traitement et une information spatiale. Nous 

avons observé que seule la zone d’abrasion épithéliale est affectée par le CXL. Cela confirme 

l’importance de retirer l’épithélium sur toute la zone traitée pour permettre l’absorption de la 

solution de riboflavine. Comme pour l’étude sur l’anisotropie, nous n’avons pas obtenu de 

cartographie de la surface cornéenne in vivo après le CXL. Il s’est en effet avéré difficile d’un 

point de vue pratique de positionner la sonde de façon à obtenir un écho propre de la cornée 

dans les 19 plans d’imagerie qui composent une cartographie 3D (rotation de la sonde de 0° à 

380° par pas de 20°). En revanche, les cartographies 2D en monitoring immédiat ont pu 

démontrer, pour la première fois 5, le durcissement de la cornée soumise au CXL 

conventionnel, in vivo. Cf. Figures 64-65. Amstrong et al ont pu le démontrer également en 

2013, sur le lapin (à 2 mois post CXL), avec la technologie d’élastographie OCT.8  
 

 
Figure 64: Réalisation du CXL sectoriel sur cornée porcine, in vivo, montrant le durcissement 

localisé uniquement dans la zone démunie de son épithélium. Nguyen et al, 2012. 
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Figure 65 : Carte d’anisotropie lors d’un CXL sectoriel supérieur in vivo sur cornée porcine, 

mesurée ex vivo, montrant le durcissement localisé uniquement dans la zone démunie de son 

épithélium. Nguyen et al, 2012. 

 

Ces résultats furent très encourageants mais il reste toutefois de nombreuses avancées à 

concrétiser avant de pouvoir appliquer cette technique pour le monitoring du CXL ou le 

dépistage du KC chez l’homme. Il faudra en particulier réduire les puissances émises pour 

respecter les normes de sécurité requises par la FDA pour l’imagerie ultrasonore oculaire. 

D’autre part, il faudra optimiser les acquisitions 3D qui nécessitent dans les conditions 

actuelles une quinzaine de minutes pour 19 plans d’imagerie. Cette durée est principalement 

limitée par le temps d’enregistrement des données pour chaque plan d’imagerie et sera 

amenée à diminuer au fur et à mesure des développements apportés à l’élastographe. 

Egalement, atteindre une fréquence ultrasonore de 30 MHz, serait un atout supplémentaire 

pour l’utilisation de ce système en clinique. 
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IV	  –	  CONCLUSION	  DU	  CHAPITRE	  2	  
	  
La	  première	  approche	  in	  vivo	  de	  l’élastographe	  cornéen	  a	  permis	  de	  démontrer	  la	  

faisabilité	   technologique	   pour	   examiner	   la	   biomécanique	   cornéenne.	   Certaines	  

limitations	   ont	   été	   surmontées	   pour	   optimiser	   les	   signaux	   issus	   de	   la	   sonde	   et	  

obtenir	   une	   image	   plus	   raffinée.	   L’augmentation	   de	   la	   fréquence	   de	   la	  machine	  

Explorer	   de	   8	   MHz	   à	   15	   MHz	   a	   permis	   d’augmenter	   la	   résolution	   spatiale	  

nécessaire	   pour	   la	   cornée.	   Cependant,	   la	   dureté	   du	   tissu	   cornéen	   impose	   des	  

poussées	  ultrasonores	  avec	  des	  seuils	   supérieurs	  aux	  normes	  oculaires	  établies.	  

Cet	  aspect	  fut	  la	  base	  de	  l’étude	  d’un	  modèle	  animal	  et	  des	  essais	  d’innocuité	  sur	  le	  

lapin,	   remplaçant	   l’étude	   clinique	   initialement	   prévue.	   Les	   algorithmes	   de	  

convolution	  du	  signal	  en	  images	  ont	  bénéficié	  d’un	  développement	  mathématique	  

particulier,	   adapté	   au	   cas	   de	   la	   propagation	   d’ondes	   de	   cisaillement	   dans	   les	  

structures	  lamellaires	  immergées	  (ondes	  de	  Lamb).	  

	  

Nos	  premiers	  résultats	  ont	  pu	  démonter	  une	  corrélation	  positive	  entre	  la	  dureté	  

cornéenne	  et	   la	  mise	  en	   tension	  des	  cornées	  par	   inflation	  de	  pression	  de	  globes	  

porcins	  entiers.	  L’étape	  suivante	  a	  permis	  de	  vérifier	  le	  durcissement	  de	  la	  cornée	  

porcine	   après	   CXL	   Conventionnel	   EPI-OFF	   (C-CXL).	   L’importance	   de	   fluctuation	  

des	   résultats,	   liée	   au	   modèle	   ex	   vivo	   a	   motivé	   la	   réalisation	   de	   CXL	   sur	   yeux	  

porcins	  vivants	  avec	  analyse	  ex	  vivo	  juste	  après	  énucléation.	  Une	  augmentation	  de	  

la	  vitesse	  des	  ondes	  de	  cisaillement	  d’environ	  50%	  a	  ainsi	  pu	  être	  constatée	  après	  

C-CXL.	   La	   réalisation	   d’une	   analyse	   de	   coupes	   élastographiques	   radiales	  

séquentielle	   sur	   360°	   a	   permis	   d’établir	   une	   cartographie	   d’élasticité.	   Cette	  

méthode	   a	   permis	   de	   réaliser	   un	   C-CXL	   sectoriel	   in	   vivo	   et	   démontrer	   le	  

durcissement	  localisé	  uniquement	  à	  la	  zone	  desépithélialisée.	  Enfin,	  l’anisotropie	  

naturelle	  de	  la	  cornée	  porcine,	  avant	  CXL,	  a	  pu	  être	  étudiée.	  

	  

L’étape	  ultérieure,	   faisant	   l’objet	  du	  chapitre	   suivant	  et	  principal	  de	   cette	   thèse,	  

fut	  de	  développer	  un	  modèle	  plus	  pur	  pour	  analyser	  l’effet	  du	  CXL,	  dissocié	  de	  la	  

problématique	  des	  variations	  pachymétriques	  induites	  par	  l’abrasion	  épithéliale	  

(hydratation	   fluctuante).	   La	   méthode	   de	   CXL	   trans-épithélial	   assistée	   par	  	  

iontophorèse	   nous	   a	   ainsi	   paru	   être	   un	   bon	   candidat	   pour	   mettre	   au	   point	   un	  

modèle	  expérimental	  d’évaluation	  du	  CXL	  par	  SSI.	  	  
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Chapitre 3   
Evaluation par élastographie ultrasonore par ondes de 

cisaillement de l’efficacité de la photo-polymérisation du collagène 

cornéen trans-épithéliale assistée par iontophorèse : la quête d’un 

model expérimental in vivo. 

 

  

Sommaire 
I – Introduction.......................................................................................................................181 
 
II – Matériels et méthodes.......................................................................................................183 
 

1 - Les animaux : particularités du modèle lapin........................................................184 
 
2 - Démographie des lapins........................................................................................187 
 
3 - Anesthésie et euthanasie des lapins......................................................................187 
 
4 - Enucléation et prélèvements des cornées..............................................................188 
 
5 - La chambre antérieure artificielle (CAA) pour examen élastographique ex vivo..189 
 
6 - Positionnement des lapins pour examen élastographique in vivo..........................190 
 
7 - La sonde d’échographie et son support..................................................................191 
 
8 - L’image élastographique........................................................................................192 
 
9 - Le matériel de iontophorèse...................................................................................195 
 

a - Principe et historique.................................................................................195 
 

b - Eléments constitutifs du système d’iontophorèse cornéenne.....................196 
 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   101	  

i - La riboflavine Ricrolin®+ .............................................................196 
 
ii - L'applicateur pour iontophorèse cornéenne...................................197 
 
iii - Le générateur de courant..............................................................198 
 
iiii - Le cross-linker émetteur d’UV-A...............................................199 
 

10 - Examen à la lampe à fente portable et pachymétrie centrale..............................200 
 

11 - Les analyses histologiques..................................................................................201 
 

a - L’analyse des CXL à J8.............................................................................201 
 

b - Les tests d’innocuité à J8...........................................................................201 
 
12 - Les différents protocoles d’expérimentaux..........................................................202 

 
a - Le protocole 1 : Tests in vivo avec élastographie in vivo...........................203 

 
b - Le protocole 2 : Tests in vivo avec élastographie ex vivo..........................204 

 
c - Le protocole 3 : Tests d’innocuité in vivo..................................................206 

 
III- Résultats...........................................................................................................................208 
 

1 - Evaluations élastographiques in vivo ...................................................................208  
 

a - CXL accéléré (A-CXL), sans épithélium (EPI-OFF).................................208 
 

b - I-CXL (EPI-ON)........................................................................................209 
 
2 - Evaluations élastographiques ex vivo....................................................................115 

 
a - Tests d’inflation..........................................................................................215 

 
i     -   Approche préliminaire..............................................................215 

 
ii    -   Application de la procédure pour 6 lapins : courbes    
           pression/élasticité......................................................................217 
 
iii   -  Analyse des variations de l’épaisseur cornéenne pendant les  
          expérimentations........................................................................221 

 
b - Tests d’anisotropie.....................................................................................222 

 
i - Choix de la pression d’équilibre.....................................................222 

 
ii - Preuve de la consommation de riboflavine...................................222 

 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   102	  

iii - Courbes d’anisotropie.................................................................223 
 

2- Résultats histologiques...........................................................................................226 
 

a - Les deux cornées traitées par C-CXL........................................................226 
 

b - Les cornées traitées par I-CXL..................................................................227 
 

c - Les tests d’innocuité..................................................................................235 
 

IV – Discussion......................................................................................................................239 
 

1-  La transition de l’analyse du CXL in vivo vers l’analyse ex vivo.........................239 
 

2-  Effets du I-CXL sur la courbe de pression/élasticité............................................241 
 

3 - Effets du I-CXL sur l’anisotropie cornéenne........................................................242 
 

a - Considérations générales...........................................................................242 
 

b - Cartographies d’élasticité.........................................................................242 
 

c - Courbes d’anisotropie..............................................................................242 
 
4  -  Limitations de l’étude..........................................................................................243 

 
a - Variations de l’épaisseur cornéenne..........................................................243 

 
b - Contraintes liées à l’élastographe..............................................................243 

 
c - Contraintes liées à la iontophorèse.............................................................244 

 
5 - Résultats histologiques..........................................................................................248 

 
a - C-CXL........................................................................................................248 

 
b - I-CXL.........................................................................................................248 

 
c - Innocuité.....................................................................................................250 

 
4 - Réflexion sur le fonctionnement du CXL et perspectives d’amélioration du modèle 
expérimental................................................................................................................250 
 

V – Conclusions du chapitre...................................................................................................252 
 
VI – Bibliographie..................................................................................................................254 
 
 
 
 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   103	  

I - Introduction 

 

Comme détaillé au Chapitre 2, le CXL est une procédure visant une modification de la 

biomécanique cornéenne qui semble efficace pour freiner ou stopper la progression des 

patients atteints de KC.1 Cependant, le lien entre l’effet biomécanique préjugé, les 

modifications tissulaires et l’arrêt dans le temps de la maladie est mal défini. L’effet positif du 

CXL est il lié : au durcissement physique du tissu? A un réarrangement architecturale et 

cellulaire secondaire à la cicatrisation? Aux mesures complémentaires mises en œuvre en 

parallèle du CXL? Les réponses ne sont que très partiellement disponibles dans la littérature.  

 

Si toutefois nous considérons le CXL en terme de procédure photochimique, l’effet princeps 

de polymérisation du collagène cornéen antérieur devrait aboutir à un durcissement de la 

cornée centrale, au moins temporairement, jusqu’au renouvellement du tissu qui prendrait, à 

priori, plusieurs années.2 Le durcissement immédiat du tissu cornéen a bien été mis en 

évidence ex vivo, essentiellement par des tests d’extensométrie. Cependant, en condition in 

vivo, seules deux observations préliminaires (avec de faibles effectifs) furent publiées en 2012 

par TM Nguyen (Elastographie SSI) sur modèle porcin, puis en 2013 par BK Armstrong 

(Elastographie OCT) sur modèle lapin, avec pour ce dernier auteur, un délai post CXL limité 

à 2 mois de suivi. Cf. Chapitre 1. Ainsi, l’essentiel des résultats expérimentaux sur le CXL 

proviennent d’essais réalisés dans des conditions lointaines des conditions physiologiques, ne 

prennent pas en compte la cicatrisation et le remodelage cornéen et ne donnant qu’une image 

semi-quantitative de la réalité du CXL.  

 

En clinique, un outil de mesure in vivo permettrait d’affiner le dépistage, le dosage et 

l’efficacité du CXL. Pour la recherche, il faudrait un modèle vivant robuste pour mieux 

comprendre les mécanismes vraisemblablement complexes du CXL et mieux cibler les 

protocoles ensuite transférés aux essais cliniques.  

 

Dans notre série préliminaire de CXL conventionnel (C-CXL) réalisée sur modèle porcin in 

vivo, le retrait de l’épithélium (dont la valeur biomécanique est sans doute négligeable), 

primordial pour le passage de la riboflavine, représente un problème méthodologique 

important à cause des variations pachymétriques secondaires qui sont peu contrôlables.3 Dans 

le cas de l’imagerie l’échographique par ultrasons, cette situation est aggravée par l’échange 

possible de fluides lors des mesures, réalisées en immersion. De plus, nos essais n’avaient pas 
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pu regarder l’effet du CXL une fois l’épithélium cornéen reconstitué. Les biais de 

cicatrisation étant par ailleurs importants chez l’animal, invalidant potentiellement cette 

approche.  

 

L’évaluation fine de l’effet biomécanique du CXL sur modèle animal in vivo est donc une 

tache complexe d’interprétation. Ainsi, le modèle du CXL trans-épithélial (T-CXL) nous est 

apparu plus robuste et contributif pour démonter l’effet biomécanique isolé du CXL avec une 

approche où la cicatrisation induite après le CXL serait surtout celle du stroma cornéen, sans 

interaction forte avec le processus de reconstruction épithélial.  

 

Jusqu’à l’apparition récente de la iontophorèse cornéenne, le concept du T-CXL reposait sur 

une fragilisation des jonction épithéliales par des composés toxiques dont l’efficacité clinique 

reste controversée, aboutissant à un passage irrégulier et une interaction cellulaire très limitée 

au niveau du stroma cornéen antérieur.4-5 En revanche, les études préliminaires pour le CXL 

médié par iontophorèse cornéenne (I-CXL) ont démontré des niveaux de passage à travers 

l’épithélium tout à fait acceptables (environ 50% par rapport au C-CXL) et compatibles avec 

un CXL secondaire réalisé à travers un épithélium parfaitement sain.6 L’épithélium arrêtant 

peu les UV-A et gardant à priori peu la riboflavine, ce dernier ne pouvant pas être considéré 

comme un obstacle significatif au processus de photo-polymérisation.7  
 
Ce chapitre décrit ainsi les dernières avancées expérimentales du projet « MICROELASTO ». 

Il est ici construit comme un seul article scientifique mais son contenu fait l’objet de la 

rédaction de plusieurs articles indépendants. Le premier objectif de nos expérimentations était 

de valider un protocole expérimental sur le modèle lapin pour l’analyse fine de l’effet in vivo 

du T-CXL mesurée par la technologie SSI. Les objectifs secondaires étaient de tester 

l’efficacité du T-CXL assisté par iontophorèse et de regarder son effet histologique.  
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II – Matériels et Méthodes 

 

Le matériel expérimental fut installé au sein de l’animalerie de l’unité INSERM 1035, il 

comportait les éléments suivants  (Cf. Figure 66) : 

 

Dispositifs médicaux Matériels de mesure Consommables 

1 Elastographe SSI 

(Supersonic Imagine – 

France) avec sonde 15 MHz 

(Vermon – France) 

 

1 Pachymètre cornéen à 

ultrasons (CS-100 - Tomey - 

Japon) 

24 Liquides de déturgescence 

(ThinC - Alchimia - Italie) 

1 Système de translation en 

4D de la sonde (conception 

Alphanov - Bordeaux, 

France) 

1 Manomètre (BiosebAZ 8215 

- France) 

24 Systèmes de Iontophorèse 

(Iontophor CXL - Sooft - 

Italie) 

1 Cross linker UV-A 

Vega CBM X-Linker (Sooft 

- Italie) 

1 Lampe à fente portable 

(Hawk eye - Dioprix - France) 

24 Dosettes de riboflavine  

(Ricrolin+ - Sooft - Italie) 

2 Chambres antérieures 

artificielles (DORC - Pays 

bas) 
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            Figure 66: Agencement de la salle d’expérimentations.  

 

1 - Les animaux : particularités du modèle lapin 

 

Les lapins enrôlés dans l’expérimentation étaient fournis par l’animalerie de l’unité INSERM 

1034. Une période d’acclimatation de 7 jours était prévue avant le début de toute 

expérimentation. Les essais furent pratiqués en accord avec les règles de bonnes pratiques de 

l’expérimentation animale. 32 lapins de type New Zealand white albinos, de sexe masculin 

ont été successivement étudiés (2,5 à 3,5 kg / 2 à 3 mois de vie). La liste des expérimentations 

pratiquées est stipulée plus bas dans la section protocoles. 
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Certains points sur l’anatomique comparative entre le lapin et l’humain sont importants à 

signaler dès à présent :  

 

-‐ la position des yeux du lapin est très latéralisée et ces derniers se retrouvent en dehors 

de toute protection osseuse, 

  
 Figure 67 : Position latéralisée des globes oculaires, exposition des cornées. 

 

-‐ la cornée est plus bombée que chez l’homme (rayon de courbure = 7,26 +/- 0,26 mm), 

-‐ la cornée est plus fine que chez l’homme (pachymétrie centrale d’environ 400 

microns), 

-‐ le diamètre cornéen est plus grand que chez l’homme (13 +/- 0,3 mm), 

-‐ le lapin possède une troisième paupière en position nasale qui déborde sur la cornée et 

peut poser un problème pour certaines manipulations au niveau de la surface oculaire, 

 

 
Figure 68 : Image OCT réalisée sur un des yeux de lapin, après énucléation. 
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Figure 69 : Troisième paupière en position nasale (ici colorée à la Fluorescéine). 

  

-‐ le cristallin occupe une très grosse proportion du volume intra-oculaire, 

-‐ d’un point de vue histologique, il n’existe pas de membrane de Bowman 

individualisable sous l’épithélium, la réticulation du collagène est moins organisée et 

l’endothélium possède un réel pouvoir de régénération. 

 

 
 

Figure 70 : Comparaison entre un globe de lapin (à gauche) et d’humain (à droite).8 La 

cornée de lapin est très large par rapport à la taille du globe. Werner et al, 2006. 
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2 - Démographie des lapins  

 

-‐ Une première série de 11 lapins a permis de tester la faisabilité des mesures 

élastographiques in vivo après réalisation de CXL in vivo. Les lapins ont été maintenus 

en vie 7 jours après le CXL et ont bénéficié d’une analyse histologique sur globe 

entier.  

-‐ Une deuxième série de 11 autres lapins a été consacrée à l’analyse ex vivo des CXL 

réalisés in vivo. Seules les cornées furent prélevées avec une collerette sclérale 

minimale de 2 mm pour réalisation, le jour même, des mesures élastographiques sur 

chambre antérieure artificielle. Nous n’avons pas réalisé d’analyse histologique pour 

ces cornées. 

-‐ Une troisième série de 10 lapins a permis de réaliser des tests d’innocuité. Les lapins 

ont été maintenus en vie 7 jours après le CXL et ont bénéficié d’une analyse 

histologique sur globe entier. 

 

3 - Anesthésie et euthanasie des lapins  

 

Les lapins étaient anesthésiés par voie intramusculaire avec un mélange 1/4 Kétamine 

hydrochloride (Virbac – France) and 3/4 Acepromazine (Calmivet – Vétoquinol- France). 

Pour les protocoles I-CXL, seul l’œil droit était traité et toujours examiné en premier, l’œil 

gauche servant de témoin, n’était pas traité (sauf pour le lapin N°18). L’euthanasie des lapins 

survenait après anesthésie intramusculaire puis injection d’une dose létale de Propofol dans la 

veine marginale de l’oreille.  

 

4 - Enucléation et prélèvements des cornées 

 

Pour la première série et la troisième série de lapins, l’énucléation fut pratiquée par simple 

luxation du globe après péritomie conjonctivale limbique sur 360°. La section du nerf optique 

était pratiquée aux ciseaux courbes. L’axe de coupe histologique désiré était marqué à l’encre 

de chine au niveau du limbe, par deux points d’encre opposés. Les globes entiers étaient 

envoyés en anatomopathologie dans du formol pour inclusion, coupes et colorations.  
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Figure 71 : Enucléation et marquage des globes oculaires. 

 

Une tentative de mise en place d’une infusion sur globe entier, dans le segment antérieur fut 

expérimentée et rapidement abandonnée en raison des difficultés pratiques et de 

reproductibilité médiocre. Les deux principaux écueils rencontrées furent : l’introduction de 

petites bulles gaz dans le segment antérieur et le suintement de liquide par les deux points de 

ponction. La mise en place d’une aiguille par le truchement du nerf optique aurait été une 

solution utile si nous n’avions pas eu besoin de mesurer et faire fluctuer finement la pression 

intra oculaire.  

 

 
Figure 72 : Tentative de montage d’infusion dans le segment antérieur d’un œil énucléé. 

 

La deuxième série de lapins ne fut pas énucléée mais le prélèvement des cornées fut pratiqué, 

après péritomie conjonctivale, par incision trans-sclérale à environ 2-3 mm du limbe puis par 

découpe aux ciseaux courbes de proche en proche sur 360°. La partie supérieure de la cornée 

était marquée au limbe par un point d’encre afin de respecter le positionnement de la cornée 

sur la CAA.  
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   Figure 73 : Cornée découpée à 2 mm du limbe. 

 

5 - La chambre antérieure artificielle (CAA) pour examen élastographique ex vivo 

 

Les cornées furent découpées avec une collerette continue d’au moins 2 mm afin de pouvoir 

se fixer dans un dispositif chirurgical de CAA, utilisé pour la trépanation des greffons dans le 

cadre des greffes de cornées (DORC; Pays bas). Le cœur de la CAA est hermétique et doit 

être maintenue en phase aqueuse de manière à ne pas entraver la propagation des ondes 

échographiques. Les bulles d’air sont totalement proscrites car limiteraient considérablement 

la qualité de l’image. Le liquide utilisé fut le liquide de déturgescence, également utilisé pour 

remplir le bac d’immersion de la sonde d’échographie (ThinC- Alchimia – Italie). La cornée 

restait ainsi baignée par ces deux faces perméables dans le liquide d’immersion. Le bac en 

question était en fait le fond d’un gobelet en plastique artisanalement collé sur la CAA, percé 

par un orifice en son fond de manière à exposer totalement la cornée dans le liquide 

d’immersion. La cornée se retrouvant ainsi en regard de la sonde dont la focale était d’environ 

8 mm (champ latéral de 12,8 mm). La clarté du bain et l’absence de bulle de gaz furent là 

aussi des conditions nécessaires. Il existait deux entrées avec tubulures et claps 

communiquant avec le cœur dans la CAA. Une entrée était mise en continuité avec le 

manomètre (BiosebAZ 8215 – France), l’autre avec une seringue contenant du liquide 

d’immersion. Le dispositif permettait ainsi de mesurer simplement et précisément en même 

temps la pression dans le cœur de la CAA, simulant, in vitro, les variations de la pression 

intra oculaire. Néanmoins, dans ce montage, le tissu cornéen était comprimé au niveau de la 

collerette afin d’assurer l’étanchéité et le cœur en arrière du greffon était constitué en 

plastique indéformable. Il y avait donc des limitations fortes à la propagation des ondes 

mécaniques en dehors du greffon (conditions aux limites). La moindre variation de pression 

d’infusion était donc obligatoirement plus fortement ressentie par le tissu qu’en situation 

physiologique, ou lors d’une expérimentation d’infusion sur globe entier. 
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Figure 74 : Positionnement de la sonde d’élastographie à la verticale de la CAA avec 

l’exemple, à droite, de deux cornées issues d’un même lapin après procédure unilatérale de I-

CXL. 

 

6 - Positionnement des lapins pour examen élastographique in vivo 

 

L’anatomie des lapins et leur cinétique respiratoire nous ont contraint à examiner les cornées 

avec les lapins positionnés sur le flanc. Des essais ont été entrepris en laissant le lapin 

endormi dans une position verticale mais ce dernier ne respirait plus correctement. Nous 

n’avons pas pu contourner le problème de la compression de l’œil controlatéral pendant 

l’examen du premier œil dans notre série de manipulations. Ainsi, notre sonde échographique 

arrivait naturellement à la verticale de l’œil, en immersion dans du gel échographique 

délicatement déposé dans la fente palpébrale pour éviter le piégeage de bulles, délétères à 

l’imagerie échographique. 
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Figure 75 : Tentative infructueuse de verticalisation des lapins (gauche) ; position de 

référence pour l’élastographie des cornées in vivo (droite). 

 

La méthode d’ouverture des paupières fut un obstacle important dans notre expérimentation. 

La pose d’un écarteur rigide induisant une bonne ouverture de la fente palpébrale mais 

entrainait une compression des globes oculaires délétère pour nos mesures. Ce point sera 

détaillé dans la session des résultats. La traction par des adhésifs collés sur les poils du lapin 

nous a rapidement paru être une solution plus « biomécaniquement neutre ». 

 

 
Figure 76 : Utilisation d’adhésif à gauche et d’un écarteur rigide à droite (la sonde est 

ici susceptible d’appuyer sur l’écarteur) pour obtenir une bonne exposition de la 

cornée des lapins endormis. 

 

7 - La sonde d’échographie et son support  

 

La sonde échographique avait été spécialement dessinée pour les besoins de l’application 

ophtalmologique. Elle est constituée d’une barrette de 128 éléments aux dimensions proches 

du diamètre cornéen (2 mm). Un support à 4 degrés de liberté micrométrique (x-y-z-Rotation) 
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avait été conçu d’après un cahier des charges compatible avec les contraintes de l’examen 

ophtalmologique à la lampe à fente. Le détail de la conception est explicité plus loin dans la 

section application à l’humain (Cf. Chapitre 5). En pratique, le bloc sonde était verticalisé au 

dessus de la cornée et était monté sur un bras à coulisse permettant un ajustement 

macroscopique.  

 

   
 Figure 77: Sonde échographique sur son bras articulé (photo en position allongé). 

 

8 - L’image élastographique 

 

L’interface du logiciel de l’élastographe Explorer (Supersonic Imagine – France) permet un 

affichage en temps réel de l’image échographique en mode bidimensionnel (B) avec ou non la 

superposition de la carte d’élasticité en couleur (rafraichissement de l’image à la cadence 

d’une fois par seconde). Le logiciel avait été adapté aux besoins de l’imagerie de la cornée en 

permettant de visualiser la ligne de focalisation des 6 points de tirs que réalisait en 

permanence l’élastographe pour moyenner l’image élastographique. L’échelle était affichable 

en kPa ou en m/seconde. Les bornes de l’échelle colorimétrique étaient ajustables (couleurs 

chaudes = élasticité plus forte).  
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Le protocole d’acquisition des images était le suivant : 

 

-‐ Création d’un dossier lapin et passage en mode mesure, 

-‐ Positionnement de la sonde en regard de la cornée puis déclenchement du B-mode 

pour obtenir l’image échographique, 

-‐ Ajustement de la position optimale de la sonde par le biais des 3 platines 

micrométriques, les échos devaient être maximums au niveau de l’apex cornéen, 

-‐ Vérification de l’absence de bulles parasites (dans gel échographique ou dans le milieu 

d’immersion), 

-‐ Vérification de l’absence de contrainte mécanique entre la sonde et la tête de l’animal, 

-‐ La focale échographique était ajustée au niveau de la cornée (contrôle logiciel), 

-‐ La modalité du tir était choisie parmi: normal, pénétration ou résistance. Le mode 

pénétration fut systématiquement choisi car donnait le plus large champ d’analyse en 

mode  élastographique, 

-‐ Le mode d’affichage à l’écran était sélectionné: B-mode à gauche de l’écran, SWE-

mode à droite de l’écran, Cf. Figure 78. 

-‐ Le mode « shear wave elasto (SWE) » était activé et il fallait attendre environ 10 

secondes pour voir se stabiliser la carte de dureté, 

-‐ Possibilité de réaliser des captures d’écran et des séquences vidéo en SWE-mode, 

-‐ Fin de l’examen, les données étaient automatiquement mémorisées: les images 

pouvaient être ensuite retravaillées pour effectuer des mesures biométriques ou 

élastométriques (outil Qbox). Cf. Figure 79. 

 
Figure 78 : Illustration de l’image obtenue en B-mode à gauche, supperposée avec le SWE-

mode à droite. Cas du globe entier (in vivo) à gauche et cas de la cornée montée sur CAA (ex 

vivo) à droite.  
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Figure 79 : Illustration de la mesure par la fonction Qbox de la dureté moyenne contenue 

dans un cercle de diamètre choisi (ici deux cercles de diamètre 3 mm posés à cheval sur la 

cornée). 

 

Pour achever le traitement des données, il conviendrait de réaliser un masque pour exclure le 

signal parasite situé en dehors de la cornée et de réaliser une convolution mathématique pour 

décambrer celle-ci et l’enrichir des données obtenues par les films de propagation des ondes 

de cisaillement. Ce post traitement des données n’a pas été réalisé dans notre travail sur les 

lapins car il s’est avéré assez difficile d’obtenir de bonnes convolutions en dehors des 4-6 mm 

centraux de la cornée. Compte tenu de la faible courbure de la cornée dans ce périmètre, ces 

ajustements n’ont pas été entrepris car jugés peu contributifs. 
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9 - Le matériel de iontophorèse 

 

a - Principe et historique 

 

Le principe de la iontophorèse est de permettre le passage de molécules chargées 

électriquement à travers une barrière épithéliale naturellement peu perméable grâce à 

l’application d’un champ électrique constant. L’iontophorèse (ou transfection ionique) 

cornéenne est une technique d’administration de médicaments dont le principe repose sur une 

pénétration trans-cornéenne de molécules ionisées sous l’effet d’un faible courant électrique 

(Loi de Coulomb - 1780). 

 

L’iontophorèse a été utilisée en ophtalmologie par voie trans-conjonctivale, trans-cornéenne 

ou trans-sclérale. Cependant, les mécanismes précis de passage des produits 

pharmacologiques sont assez bien décrits grâce aux travaux effectués en dermatologie.9 Du 

fait de la spécificité de chaque tissu, les dispositifs de iontophorèse et les paramètres de 

traitement associés (densité de courant, durée d'application, composition de la solution) 

doivent être adaptés. 

 

La première application oculaire de l’iontophorèse a été rapportée dans un modèle 

expérimental animal en 1943 par von Sallman.10 Pendant les décennies suivantes, la recherche 

sur l’iontophorèse a progressé.11-12 En 1989, Lam et al ont montré que la concentration de 

dexaméthasone vitréenne délivrée par iontophorèse était 3500 fois supérieure à celle délivrée 

par collyre et 700 fois supérieure à celle délivrée en injection sous-conjonctivale.13 Quand les 

limites électriques de tolérance sont respectées et contrôlées, la iontophorèse est bien tolérée 

et dénuée d’effets tissulaires indésirables.14-17 Yoo el al ont confirmé l’innocuité de la 

iontophorèse dans des conditions d’utilisation conformes.18 Parkinson et al, ont confirmé 

l’innocuité chez les sujets humains pour des courants électriques jusqu’à 3 mA pendant 20 

minutes.19 La iontophorèse peut aussi prolonger la durée d’action du traitement, comme 

démontré dans une étude comparant la iontophorèse à l’instillation de collyres.20 Des études 

expérimentales ont enfin montré que l’iontophorèse d’hémisuccinate de méthylprednisolone 

sodique (Solumédrol®) permet l’obtention de concentrations élevées de corticoïdes dans les 

segments antérieurs et postérieurs du globe oculaire avec un très faible passage systémique.21 
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La iontophorèse est ainsi utilisée depuis plusieurs dizaines d’années ophtalmologie, de façon 

assez marginale, pour le traitement des infections bactériennes ou virales cornéennes 

profondes ou pour transférer des produits qui ne franchissent pas la barrière cornéenne.22-24 

 

b - Eléments constitutifs du système d’iontophorèse cornéenne 

 

Les particularités de l’iontophorèse oculaire reposent sur l’utilisation d’une électrode au 

contact de la surface oculaire. Un système d’iontophorèse est muni d’un générateur équipé 

d’un microprocesseur programmable, générant un courant électrique constant de faible 

intensité (quelques milliampères) et calibré. L’électrode active oculaire, à usage unique, est 

composée de 2 parties : l’une contenant l’électrode métallique et l’autre, une jupe en silicone 

souple aux bords mousses qui vient s’apposer sur la conjonctive, assurant la stabilité de 

l’électrode et empêchant tout risque de contact entre l’électrode métallique et les tissus 

oculaires. L’électrode passive est collée sur la peau du front. 

 

i - La riboflavine Ricrolin®+ (SOOFT - Italie) 

 

Le produit administré est une solution de riboflavine (0,1%) spécialement formulée pour la 

iontophorèse cornéenne. 1 ml de produit est conditionné dans un flacon verre avec septum, il 

faut se munir d’une seringue avec aiguille pour prélever la quantité de produit nécessaire au 

traitement (0,45 ml minimum) et injecter la solution dans le réservoir de l’applicateur 

cornéen. Sa composition est la suivante: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour 100 ml Valeurs 

Riboflavine Phosphate disodique % 
(pour 0,1% de riboflavine base) 

0,147 

EDTA sodique % 0,1 

Trometamine % 0,05 

Eau distillée QSP 100 ml 

Osmolarité (mOsmol/l) 96  

pH 7,0 

Stérilisation par filtration 
 

Oui 
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ii - L'applicateur pour iontophorèse cornéenne: Iontofor-CXL® (SOOFT – Italie) 

 

L'applicateur pour iontophorèse cornéenne (Cf. Figures 80-81) se compose de :  

- Un anneau de succion (1) qui permet de fixer le dispositif sur la cornée pendant 

l'intervention.  

- Un tube (2) servant à aspirer l'air, et pouvant être fermé à l'aide d'un clamp (3).  

- Un connecteur luer-lock femelle (4), servant à relier la seringue d'aspiration à l'applicateur 

(voir liste des accessoires à usage unique).  

- Un réservoir (5) à remplir avec du RICROLIN®+. La surface d'application de 0,64 cm2 

(diamètre 9 mm) permet une densité de courant de 1,5mA/cm2, soit 13 fois moins que la 

densité maximale tolérée par la cornée. 

- Une électrode grillagée (6), située dans la partie supérieure du réservoir (5), qui transmet le 

courant à la solution de RICROLIN®+.  

- Un autre tube (7) avec un connecteur luer-lock femelle de couleur jaune (8), servant à 

remplir et vider le réservoir (5) de RICROLIN®+.  

- Un connecteur électrique (9) pour le branchement du générateur de courant I-ON CXL® 

(voir liste des accessoires réutilisables).  

 
Figure 80 : Détail des composants de l’applicateur pour la iontophorèse.  

 
Figure 81 : Montage de l’applicateur sur la cornée des lapins.  
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iii - Le générateur de courant: I-on CXL® (SOOFT Italie), dispositif classe IIb. 

 

Il s'agit d'un générateur équipé d'un microprocesseur programmé permettant la création d'un 

champ électrique variable en fonction de la variation des résistances tissulaires et permettant 

ainsi le maintien d'un courant constant. La quantité de charge délivrée est contrôlée en 

permanence et présélectionnée par le praticien (nominal à 1 mA pouvant être baissé à 0,5 mA 

en cours de traitement pour les patients sensibles). Un système d'alarme signale toute 

interruption dans le passage du courant, dans le cas où l’appareil ne peut plus fournir 

l’ampérage demandé. Si le traitement est interrompu en cours de route, le générateur calcule 

automatiquement la dose de courant restant à délivrer et peut reprendre le traitement stoppé en 

garantissant une dose totale de 5 mA/min. Le générateur est calibré afin de ne pouvoir en 

aucun cas délivrer un courant d'intensité supérieure à 1 mA. Un interrupteur permet la mise 

sous tension du générateur. La source électrique du générateur est une pile de 9 volts. L'écran 

d'affichage signale si la batterie est trop faible pour réaliser un traitement. Il donne également 

une indication de la résistance électrique (circuit et patient) et le temps de traitement restant. 

Une électrode cutanée de retour (PROTENS ELITE 4848LE - Bioprotech Inc) est connectée 

au générateur par un connecteur de type Jack 2 mm femelle, une fois dénudée. La partie 

dénudée est utilisée pour fermer le circuit électrique via une petite pince crocodile connectée à 

une aiguille en métal sous la peau du cou du lapin pour permettre au circuit de fonctionner. 

 
Figure 82 : Circuit électrique de la iontophorèse. 
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Figure 83 : Mise en place de la iontophorèse sur l’œil du lapin, électrode de retour dans le 

cou. 

 

iiii - Le cross linker émetteur d’UV-A (CBM X linker - SOOFT Italia, classe IIa) 

 

L’appareil de cross-linking fut le modèle de SOOFT Italia, utilisé en clinique pour le CXL 

accéléré (A-CXL), préconisé par le fabriquant pour le protocole assisté par iontophorèse.  

L’appareil émetteur d’UV-A est spécialement conçu pour délivrer une dose d’UV-A (370 nm) 

de 5,4 J.cm2. Les UV-A sont émis par des diodes. Ce dispositif est équipé d'un photomètre 

permettant de vérifier l'intensité des UV-A, soit 10 mW/cm2, appliquée pendant 9 min sur une 

surface de 0,50 cm2 (faisceau de 8 mm de diamètre), soit 2,7 J délivrés sur la cornée. 

L'appareil est équipé d'un écran permettant de visualiser la cornée en cours de traitement et de 

vérifier le bon centrage du faisceau.  

 

 
                     Figure 84: CBM X-linker et de l’image obtenue par sa caméra. 
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10 - Examen à la lampe à fente portable et pachymétrie centrale 

 

L’examen des cornées a été nécessaire à différents stades pour démonter l’absence de 

variation significative de l’épaisseur cornéenne et l’intégrité épithéliale aux différents temps 

des expérimentations. A noter que l’examen à la lampe à fente après iontophorèse pour 

dépister d’éventuelles anomalies épithéliales se heurte à une compétition entre la riboflavine 

et la Fluorescéine pour l’absorption de la lumière bleue de la lampe à fente et pour l’émission 

de lumière verte par désexcitation radiative. Cependant, l’absorption plus forte des photons 

bleus par la Fluorescéine (facteur 10) et la disparité entre une émission diffuse pour la 

riboflavine et uniquement localisée pour la Fluorescéine permettait un bon contraste pour la 

visualisation d’éventuelles lésions de la surface cornéenne. Les cornées étaient rincées avec 

une solution isotonique (BSS ®) pour évacuer les résidus de riboflavine et de Fluorescéine 

avant chaque nouvelle étape. 

 

Examens pratiqués Avant 

iontophorèse 

Après 

iontophorèse 

Après 

UVA 

Après  

Montage 

sur CAA 

Après la fin des 

acquisitions SSI 

Pachymétrie central US  

(CS 100 – Tomey) 

X X X X X 

LAF avec 

Fluorescéine  

(Hawk-eye - Dioprix) 

X X X   

 

    
 

Figure 85 : Examen à la LAF après instillation de Fluorescéine, post iontophorèse (absence 

d’ulcération visible, kératite ponctuée superficielle possible), en lumière bleue. 
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- L’outil statistique 

 

Le test d’ANOVA (one-way variance) fut appliqué pour évaluer les différences statistiques 

entre les yeux traités et leurs témoins. Ce test donne la probabilité (p) qu’ont plusieurs 

échantillons d’avoir la même signification (hypothèse nulle). Ainsi, plus p est petit, plus 

l’hypothèse nulle est rejetée. Ici, le seuil de significativité pour que les groupes traités et non 

traités fussent différents fut choisi pour p< 0,05. Le logiciel “Statplus” fut utilisé pour les 

calculs (Microsoft Excel®2008). 

 

11 - Les analyses histologiques 

 

a - L’analyse des CXL à J8 fut obtenue sur globe entier fixé en méthode conventionnelle. 

Juste après euthanasie, les cornées furent transportées le jour même dans le formol pour prise 

en charge au laboratoire d’anatomopathologie. Les cornées furent incluses dans la paraffine et 

découpées selon l’axe central de la cornée. Une coloration HES et un marquage au CD34 

(marqueur membranaire des kératocytes) furent pratiqués. Le montage et la prise des clichés 

photographique des coupes furent réalisés sous l’égide du Dr François Léger. 

 

b- Les tests d’innocuité à J8 furent obtenus sur globe entier fixé en méthode 

conventionnelle. Juste après euthanasie, les globes furent transportés le jour même dans le 

formol pour prise en charge au laboratoire d’anatomopathologie. Les cristallins furent séparés 

du reste du globe pour permettre des coupes de qualité. Tous les échantillons furent inclus 

dans la paraffine et découpées selon l’axe central de la cornée, en passant par l’axe du nerf 

optique. Une coloration HES fut pratiquée pour l’analyse comparative. Le montage et la prise 

des clichés photographiques des coupes furent réalisés sous l’égide du Dr François Léger. Ce 

dernier réalisa aussi l’analyse comparative des deux yeux de chaque lapin. Seul l’opérateur de 

l’examen élastographique par SSI, ayant traité au hasard un seul des deux yeux 8 jours avant 

l’énucléation, connaissait le côté traité et le côté témoin. Le préleveur des cornées et 

l’examinateur des coupes furent différents de l’opérateur du CXL et ne connaissaient pas le 

côté ayant été examiné par élastographie (Cf. détail des protocoles plus bas). La question 

suivante était posée au Dr François Léger : « Existe-t-il des différences histologiques 

significatives entre les deux yeux d’un même lapin ? ». Le rapport écrit correspondant fut 

ensuite mis en confrontation avec la connaissance des côtés effectivement examinés par 

l’opérateur de l’élastographie. 
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12 - Les différents protocoles d’expérimentaux 
 
Le tableau ci dessous résume les expérimentations menées sur nos 32 lapins : 
 
N° Lapins Application 

Riboflavine 
Durée UVA à 
10 mW/cm2 (min) 

Délai entre examen  
et sacrifice (jours) 

1 Décès à l’induction - - 
2 C-CXL 9  7 
3 C-CXL 9 7 
4 I-CXL 9 7 
5 I-CXL 9 7 
6 I-CXL 9 7 
7 I-CXLx2 9 7 
8 I-CXLx2 9x2 7 
9 I-CXLx2 9 7 
10 I-CXLx2 sectoriel 9 7 
11 I-CXLx3 9x2 7 
12 I-CXLx2 9 0 - Test PIO  
13 I-CXLx2 9 0 - Test PIO 
14 I-CXLx2 9 0 - Test PIO 
15 I-CXLx2 9 0 - Test PIO 
16 I-CXLx2 9 0 - Test PIO 
17 I-CXLx2  9 0 - Test PIO 
18 I-CXLx2 sectoriel 9 0 - anisotropie ODG 
19 I-CXLx2 sectoriel 9 0 - anisotropie 
20 I-CXLx2 sectoriel 9 0 - anisotropie 
21 I-CXLx2 sectoriel 9 0 - anisotropie 
22 I-CXLx2 sectoriel 9 0 - anisotropie 
23 à 32 - - 7 - Innocuité 
 

Tableau récapitulatif : Résumé des protocoles réalisés pour chaque lapin. Le code de 

couleurs correspond aux trois catégories de tests (cf. plus bas dans le texte). La mention x2  

signifie que le temps ou la dose a été doublée ; x3, triplé. 

 

On peut ainsi distinguer trois catégories d’expérimentations qui feront l’objet de trois sessions 

de résultats et de discussions: 

 

1. Tests in vivo avec SSI in vivo, sacrifice à J7 et analyse histologique (en noir) 

2. Tests in vivo avec SSI ex vivo, sacrifice immédiat, sans histologie (en rouge et vert) 

3. Tests d’innocuité in vivo, sacrifice à J7 et analyse histologique (en bleu) 

 

Dans tous les cas de figure, pour les lapins de 1 à 22, sauf pour le lapin 18 qui reçut un CXL 

bilatéral, les yeux droit furent choisis pour être traités par CXL et examinés en premier, l’œil 

controlatéral servant de témoin non traité.  
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a - Le protocole 1 : Tests in vivo avec élastographie in vivo, sacrifice à J7 et analyse 

histologique. 

 

L’objectif était de tenter de mesurer in vivo les variations d’élasticité de la cornée par SSI à J0 

et J7 post CXL. Notre premier lapin est décédé à l’induction de l’anesthésie en raison d’un 

probable surdosage. Les deux lapins suivants ont bénéficié du protocole A-CXL avec ablation 

de l’épithélium afin de voir si il était possible de prévoir un groupe C-CXL malgré les aléas 

de la cicatrisation épithéliale. Dans ce protocole, l’épithélium est retiré à l’aide de 

l’application d’une solution d’alcool diluée à 20% apposée en surface pendant 30 secondes. 

L’épithélium est ensuite gratté avec une spatule mousse. Un contrôle de la des 

épithélialisation est réalisé à la LAF avec le test à la Fluorescéine. Cf. Figure 163. Une 

cupule en silicone sert ensuite d’applicateur pour la riboflavine laissée en place 20 minutes. 

Secondairement un CXL accéléré de 9 minutes à 10 mW/cm2 est réalisé. La cornée cicatrise 

en quelques jours sous protection d’une pommade antibiotique. Les animaux sont réexaminés 

7 jours après le traitement. 

 

 
Figure 86 : Desépithélialisation avec test à la Fluorescéine montrant une large ulcération 

(gauche) et imprégnation de la riboflavine avec l’aide d’une cupule en silicone (droite). 

 

Les huit lapins suivant ont bénéficié d’un I-CXL avec des durées de iontophorèses et d’UVA 

variables (Cf. Tableau). Cette série de lapins a surtout servi pour l’analyse histologique et 

pour l’invalidation de la faisabilité pratique de l’examen in vivo de l’effet du CXL par SSI. 
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b - Le protocole 2 : Tests in vivo avec élastographie ex vivo, sacrifice immédiat, sans 

histologie. 

 

Les lapins enrôlés dans l’étude ont bénéficié des conditions de contrôle optimales en terme de 

contrôle de la pachymétrie, de l’hydratation, du mouvement et de la mise en tension des 

cornées traitées par rapport à leur cornée contrôle respective. Deux approches distinctes furent 

évaluées : 

 

Dans les deux cas : 

 

o Les cornées sont isolées des lapins tout juste euthanasiés pour être montées sur 

deux CAA (une par œil).  

o Le liquide de perfusion et d’immersion est  le liquide de déturgescence ThinC. 

La pression d’inflation de la cornée est régulée finement par un manomètre et 

une seringue avec clamp.  

o La pachymétrie centrale est mesurée avant et après les mesures d’élasticité.  

o Un premier test de montée en pression est pratiqué pour dépister d’éventuelles 

fuites sur le montage. 

 

-‐ Mesures de la courbe d’élasticité en fonction de la pression exercée par inflation à la 

face postérieure de la cornée (équivalent de la pression intra oculaire).  

 

o La cartographie d’élasticité est mesurée pour une mise en charge de la cornée 

s’étalant de 15 à 50 mm de mercure (mmHg) par incrément de 5 mmHg.  

o La valeur moyenne de l’élasticité de la cornée est secondairement calculée 

pour chaque valeur d’inflation grâce à l’outil Qbox, positionné sur les 3 mm 

centraux de la cornée. 

o Les valeurs de l’œil traité sont comparées avec celles de l’œil témoin pour 

chaque niveau de pression. Une courbe élasticité/inflation est tracée pour les 6 

lapins. Les pentes des équations de régressions linéaires sont comparées sur un 

histogramme et de manière statistique. 
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-‐ Mesure de l’anisotropie élastique obtenue après I-CXL sectoriel in vivo. L’hémi-

cornée inférieure des lapins était masquée pendant les UVA de manière à ne traiter 

que l’hémi-cornée supérieure. 

 
            Figure 87 : Masquage de l’hémi-cornée inférieure pour le I-CXL sectoriel supérieur. 

 

Ce traitement a été dispensé aux deux yeux pour un lapin (18) et uniquement à l’œil 

droit pour 4 autres (19 à 22), comme figuré ci-dessous : 

 
  Figure 88 : Illustration des protocoles de I-CXL sectoriels. 
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o La cartographie d’élasticité est mesurée pour une mise en charge de la cornée à 

25 mm de mercure (mmHg), contrôlée à chaque mesure. La sonde est en 

premier lieu centrée sur l’apex cornéen et est orientée dans l’axe du repère 

limbique indiquant le haut de la cornée (hémi-cornée traitée). La sonde réalise 

ensuite des acquisitions successives tous les 20° d’angle en tournant la bague 

du système dans le sens horaire, sur 360° (soit 18 coupes). 

o La valeur moyenne de l’élasticité de la cornée est secondairement calculée 

pour chaque axe grâce à l’outil Qbox, positionné sur les 5 mm centraux de la 

cornée (deux cercles contigus de 3 mm avec chevauchement d’1 mm). 

o Les valeurs de l’œil traité sont comparées avec celles de l’œil témoin. Une 

courbe d’anisotropie élastique (élasticité versus axe d’observation) est tracée 

pour les 5 lapins. Le lapin n° 18 ayant bénéficié du même traitement aux deux 

yeux. Les valeurs sont comparées de manière statistique.  

 

c - Le protocole 3 : Tests d’innocuité in vivo, sacrifice à J7 et analyse histologique 

 

La palpation échographique induit une dispersion d’énergie mécanique nécessaire pour 

engendrer une onde de cisaillement d’amplitude suffisante pour parcourir une partie de la 

cornée. L’énergie déposée dans le globe oculaire est réglementée par des normes 

échographiques très strictes et précises. Afin de passer un jour de l’expérimentation animale à 

l’essai sur l’humain, le dossier de marquage CE ou FDA nécessitera des preuves tangibles 

d’innocuité aux niveaux d’énergie maximum utilisables. L’objectif pour les 10 lapins enrôlés 

dans ce protocole était de démonter qu’avec les pressions de radiations utilisées il n’y ait pas 

de risque tissulaire pour les différentes structures du globe oculaire. Afin de permettre de 

mettre en évidence des réactions biologiques retardées, l’euthanasie pour analyse histologique 

fut réalisée 7 jours après l’exposition aux ondes élastogaphiques. 

 

o Un seul œil du lapin, tiré au sort, était examiné par la sonde SSI pendant 20 

minutes de tirs élastographiques continus,  

o l’œil controlatéral servant de témoin, 

o le préleveur des globes fut différent de l’examinateur des cornées par 

élastographie. Il ne fut pas informé du côté observé 7 jours auparavant.  
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o L’analyse histologique fut elle aussi réalisée en insu, l’anatomopathologiste 

disposant d’une dizaine de paires d’yeux dont le côté examiné par 

l’élastographe n’était pas mentionné. 

o La coupe passait par le méridien cornéen marqué et observé (axe de la fente 

palpébrale). Le cristallin était dissocié au moment de la coupe. 

o L’anatomopathologiste fournissait une description comparative des coupes 

histologiques entre les deux yeux. 

 

En pratique, chaque globe oculaire fut fixé 48 heures dans le formol tamponné et fit l’objet de 

2 prélèvements :  

 

-‐ Une coupe sagittale médiane perpendiculaire à une ligne matérialisée par 2 points 

marqués au niveau de la conjonctive limbique par feutre noir diamétralement opposés 

passant par l’axe optique et permettant d’étudier la cornée et la rétine, 

 

-‐ Une coupe équatoriale du cristallin (lieu de l’activité cellulaire), 

 

-‐ Chaque prélèvement inclus en paraffine fit l’objet d’une coupe de 3 µm suivie d’une 

coloration standard hématéine éosine safran et microphotographies photographiées 

aux grossissements x10, x 20, x 40, 

 

-‐ Mesures particulières effectuées : épaisseur de la cornée de chaque cas et calcul du 

nombre de mitoses présentes au niveau de l’épithélium cornéen d’une extrémité 

limbique à l’autre.    
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III - RESULTATS 

 

1 -  Evaluations élastographiques in vivo  
 

a - CXL accéléré (A-CXL), sans épithélium (EPI-OFF)  

Nous avons voulu tester sur les deux premiers lapins le protocole A-CXL EPI-OFF. Les 

résultats immédiats n’ont pas été très concluants en raison de l’apparition de complications à 

J7. Le Lapin 2 a ainsi présenté des complications de cicatrisation épithéliale sévères et le 

Lapin 3 a présenté un œdème de cornée évident rendant difficile l’analyse élastographique. 

 
Figure 89 : Complication cornéenne à J7 du A-CXL EPI-OFF Lapin 2 OD (retard de 

cicatrisation avec large ulcération centrale). 

 
Figure 90 : Analyse élastographique de la cornée OD du Lapin 3 ayant présenté un œdème à 

J7 post A-CXL EPI-OFF. L’examen préopératoire J0 est à gauche, le J7 est à droite. On 

visualise bien le gonflement de la cornée centrale devenue bien plus molle qu’en 

préopératoire. 

 

Nous avons donc abandonné la réalisation de procédure EPI-OFF in vivo, rendant les mesures 

non fiables du fait d’une cicatrisation bruyante et aléatoire des lapins. La procédure de CXL 

EPI-ON assisté par iontophorèse (I-CXL) a ainsi été retenue pour tous les CXL ultérieurs. 
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b - I-CXL  
 
La première observation intéressante fut de vérifier l’absence de dégradation de l’épithélium 

et la bonne imprégnation de la cornée après la procédure de I-CXL (détaillée plus haut). Cf. 

Figure 91. Dans les faits, la coloration des cornées par la Fluorescéine observée en lumière 

bleue restait immanquablement négative tout au long des protocoles. Le caractère 

confusionnel pour le couple absorption/fluorescence entre la riboflavine et la Fluorescéine à 

déjà été discutée plus haut.  

 

L’accumulation de la riboflavine dans la cornée centrale était facilement observable en 

lumière blanche (LAF) et perçue comme un disque jaune bien visible devant les iris clairs des 

lapins. La fluorescence de la riboflavine était ensuite observable lors de l’application des UV-

A, il existait ainsi une nette démarcation entre la zone centrale imprégnée et la périphérie, 

exclue par la zone d’application de la iontophorèse. Nous pouvions donc être rassuré sur le 

passage de la riboflavine à travers la cornée. Son niveau de pénétration et d’homogénéité en 

profondeur restaient néanmoins inconnus. 

 

 
Figure 91 : Preuves de l’intégrité de l’épithélium au test à la Fluorescéine (gauche) de la 

pénétration trans-épithéliale de la riboflavine sans (milieu) et avec (droite) exposition décalée 

aux UV-A (Cf. Grossissement image plus bas).  
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Grossissement de la Figure 91 (Droite) montant bien les différentes zones d’intérêt après I-

CXL en épi-observation pendant les UV-A. 
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Le deuxième point important dans nos résultats fut que nous ayons dû faire face à bon nombre 

de résultats élastographiques déroutants avant d’abandonner l’analyse in vivo de l’effet du I-

CXL avant de nous orienter vers une analyse purement ex vivo mais mieux contrôlée. 

 

En premier lieu, la mise en place d’un écarteur semblait changer totalement la dureté mesurée, 

avec ou sans l’intervention du I-CXL. Cf. Figure 92. La traction des paupières sur un globe 

très compressible devait induire une élévation de la PIO et secondairement de la dureté.  

 

   
 Figure 92 : OD Lapin 4 examiné avec (droite) ou sans écarteur(gauche), J7 après I-CXL. 
 

En supprimant l’écarteur, grâce à l’usage de bandes d’adhésif collées sur les poils afin 

d’ouvrir la fente palpébrale, nous avions moins de fluctuations. Cf. Figure 93. Cependant, le 

niveau d’endormissement (tonus palpébral plus ou moins actif) et la compression du globe 

contre le plan de travail lorsque l’autre œil était examiné (voir section sur le positionnement 

des lapins) furent deux paramètres confondants rendant la comparaison entre l’œil traité et 

l’œil témoin très incertaine. Cf. Figure 94. 

 

 
Figure 93 : Utilisation d’adhésif pour rétracter les paupières, la troisième paupière pose 

problème si le tonus palpébral n’est pas bon (relâchement total de l’animal pendant 

l’anesthésie générale). 
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Figure 94 : OG lapin 4 (non traité) est noté paradoxalement plus dur sans écarteur qu’avec 

mais l’examen de l’OG à J0 a été réalisé après le temps du I-CXL OD alors que celui du J7 

est examiné beaucoup plus rapidement, le temps de compression présumé de l’OG sur la table 

est donc largement supérieur à J0 par rapport à J7.  

 

Nous avons ainsi dû restreindre notre approche en travaillant sans écarteur (à partir du Lapin 

7) et en ne comparant plus que l’OD qu’avec lui même, toujours traité en premier, à un niveau 

similaire d’endormissement (5 min après une nouvelle injection de sédatif), sur une même 

session. De la sorte, nous avons pu identifier un autre biais en comparant l’élasticité 

avant/après iontophorèse et UV-A. En effet, comme illustré pour le lapin 11, la succion 

appliquée pour maintenir l’anneau de iontophorèse devait faire elle aussi baisser 

transitoirement la PIO et donc diminuait artéfactuellement la dureté. Cf. Figures 95-96. Il 

devenait ainsi difficile de mesurer fiablement l’effet du I-CXL le jour même de l’intervention. 

Le Lapin 12 a néanmoins pu démonter un net durcissement après une deuxième période 

d’UV-A. Il restait cependant difficile de trancher entre un rebond de la PIO à distance de la 

succion, un discret réveil de l’animal lié à l’allongement de la procédure ou un réel 

durcissement de la cornée. 

 
Figure 95 : Lapin 11, OD. La dureté de la cornée est diminuée après deux périodes de 5 

minutes de iontophorèse, et ne remonte pas après les UV-A. A gauche= avant, au milieu 

=après ionto, à droite=après UV-A. 
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Figure 96 : Lapin 8 OD. La dureté de la cornée était parfois retrouvée plus importante avant 

I-CXL (ionto + UV-A, image de gauche) qu’après (image du centre), la réalisation d’un 

deuxième temps d’UV-A (9 min) avait pu inverser la tendance (image de droite). 

 
Troisième point important des résultats : les différents essais de cette phase expérimentale ont 

permis de constater une certaine inhomogénéité d’imprégnation de la riboflavine dans le 

périmètre du dispositif de iontophorèse (anneau d’imprégnation). Il existait systématiquement 

un anneau de renforcement périphérique constant avec des zones focales de renforcement de 

taille, formes et localisations variables. Cette constatation ne fut pas très influencée par la 

réalisation d’un deuxième cycle de iontophorèse, jugé finalement utile pour la suite des 

expérimentations afin de saturer au mieux la cornée du lapin dont la perméabililisation ne 

nous avait pas parue parfaite. L’origine de ces spots sera rediscutée plus loin dans la partie 

traitant des résultats des tests d’inflation de pression ex vivo. 
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Figure 97 : Lapins 7 (haut) et 8 OD (bas). Illustration des inhomogénéités de fluorescence de 

la riboflavine lors des UV-A (fléches = hot spots/ étoile = anneau périphérique), persistant 

malgré deux cycles de iontophorèse. Images obtenues via la caméra du X-linker à Gauche, et 

via un appareil photo numérique à Droite. 

 
Enfin, avant de passer aux tests effectués ex vivo, nous avons pu réaliser des essais 

complémentaires sur les lapins 9, 10 et 11, avant énucléation. Ces essais consistaient à voir si 

une lentille de contact souple apposée sur l’œil modifiait la perception de la dureté de la 

cornée car cela pourrait être un enjeu important en vue d’un prototype d’interface 

œil/machine adapté à la clinique. Nous avons ainsi pu constater que la dureté était 

artificiellement augmentée par l’apposition d’une lentille.  

 
 
Figure 98 : Image mode B de la lentille de contact (gauche-flèche) ; images élastographiques 

de la cornée avec (milieu) ou sans la lentille de contact (droite). 
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2 - Evaluations élastographiques ex vivo 
 
 

a - Tests d’inflation 
 
 
i - Approche préliminaire 

 

L’énucléation des lapins 9,10 et 11 nous ont permis de tester la faisabilité de l’inflation de 

pression dans le globe entier énuclée. Cf. Figure 99. Celle-ci fut possible uniquement avec le 

lapin 9 OG, les fuites dans le système furent trop importantes avec les autres globes énuclées. 

Nous n’avons ainsi pas pu faire d’évaluation numérique reproductible.  

 

 

 
 
Figure 99 : Lapin 11 OG, la corrélation entre la pression d’inflation du globe (PIO) et la 

dureté semble assez nette. 

 

A l’issue de nos premiers I-CXL réalisés in vivo, nous avons donc dû standardiser au 

maximum la comparaison entre l’œil traité et l’œil témoin tout en sensibilisant les différences 

dans une approche dynamique d’élévation de la mise en tension du tissu. Les tests d’inflation 

ont ainsi pu démasquer une différence significative entre les deux yeux d’un même lapin. 

L’illustration ci-dessous montre bien tous les aspects de la progression de l’image obtenue en 

fonction du niveau de pression exercé. Cf. Figure 100. On remarquera d’emblée un très 

modeste bombement de la surface oculaire et une franche restriction de la zone d’analyse 

élastographique utile se majorant en fonction de l’élévation de la pression.  
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Figure 100 : Images élastographiques mesurées en fonction de la pression d’inflation 

augmentée de 5 à 60 mmHg (par incrément de 5 mmHg). 
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ii - Application de la procédure pour 6 lapins : courbes pression/élasticité 

 

Nous avons ainsi pu mesurer les deux cornées de 6 lapins consécutifs afin d’obtenir 8 valeurs 

d’élasticité correspondant à 8 paliers de pressions compris entre 15 et 50 mmHg par 

incréments de 5 mmHg. Comme illustré ci-dessous avec le cas du Lapin 14, les différences 

n’étaient pas faciles à voir à « l’œil nu » et les résultats furent traduits sous formes de tableaux 

et de courbes après analyse avec l’outil Qbox. Cf. Figures 101-106. 

 

 
 

Figure 101 : Images élastographiques du Lapin 14 OD (en haut - I-CXL) et OG (en bas - 

témoin) pour 8 valeurs de pressions croissantes (de gauche à droite), comprises en 15 et 50 

mmHg, par incréments de 5 mmHg. 
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Figure 102 : Courbe d’élasticité/pression d’inflation pour les 6 lapins examinés. L’œil droit 

traité par I-CXL (R) et l’œil gauche (L) témoin sont figurés sur le même graphique avec la 

représentation de la fonction linéaire correspondante (courbe de tendance). 
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Figure 103 : Regroupement des différentes courbes pour les yeux traités par I-CXL (à 

gauche) et les yeux témoins (à droite). L’angle Δα représentant la différence d’angulation des 

paquets de courbes est figuré. 

 
 

 
 

Figure 104 : Représentation en histogramme des valeurs du coefficient alpha entre les deux 

groupes. 
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Figure 105 : Coefficients α and β des courbes de régression linéaire (E = αP+β) et leur 

variation correspondante entre le côté droit (D) et le côté gauche (G). 

 

Pression de 
charge 
mmHg 

OD 
E moyennes (ET) 

(kPa) 
 

OG 
E moyennes (ET)  

(kPa) 
 

p ANOVA test 

15 36 (28) 34 (25) 0.9326 
20 62 (34) 47 (18) 0.3629 
25 93 (34) 66 (19) 0.1324 
30 124 (30) 95 (33) 0.1200 
35 151 (39) 108 (35) 0.0790 
40 178 (41) 121 (41) 0.0395 
45 200 (38) 139 (41) 0.0262 
50 222 (31) 145 (37) 0.0034 

Moyenne 133 (34) 95 (32)  - 
 

Figure 106 : Valeur du module de Young moyen en fonction de la pression de charge. La 

valeur statistique de la comparaison des deux yeux est notée sur la colonne de droite. N = 6. 

 

L’analyse des courbes montre une différence d’inflexion modeste mais significative après 40 

mmHg. La pente moyenne est augmentée d’un facteur 1,6 après I-CXL, avec une inflexion 

plus nette après 40 mmHg. La différence d’élasticité est minime aux basses pressions et plus 

évidente dans le régime des plus hautes pressions. 

 

 

 

 

Lapins α  

D 

α  

G 

α variation 

D-G 

β  

D 

β  

G 

β variation 

D-G 

12 20.4 11 9.4 0.6 14 -13.4 

13 21.4 10.6 10.8 58.8 14.9 43.9 

14 40 28.7 12.7 34.5 14 20.5 

15 16.9 10.1 6.8 64.2 64.3 -0.1 

16 30.1 21.5 9.6 8.2 18.4 -9.8 

17 33.7 19.4 14.3 26.7 17.7 9 

Moyenne 27,1 16,9 10,2 32,2 23,9 8,4 
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iii - Analyse des variations de l’épaisseur cornéenne pendant les expérimentations  

 

Les principaux résultats sont résumés dans le tableau suivant : 

 

Figure 184 : Epaisseur cornéenne centrale (Pmc) mesurée avec pachymètre à US aux 

différents temps de l’expérimentation. Les valeurs ont été arrondies à 5 microns près. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pmc Lapins 

(microns) 

 

 

Pmc 

pre-

IONTO 

 

Pmc 

post-

IONTO 

 

Pmc 

post- 

UVA 

Pmc  

pré SSI  

(ex vivo) 

Pmc  

post SSI 

(ex vivo) 

Pmc 

difference  

D-G pré SSI  

(ex vivo) 

Pmc 

difference  

D-G post SSI  

(ex vivo) 

Valeur p  
(D versus G) 

0.52   0.43 
 

0.91 
 

  

12 D 

G 

375 

395 

390 

 

385 

 

410 

385 

400 

405 

25 5 (-) 

13 D 

G 

390 

380 

420 365 395 

390 

380 

405 

5 25 (-) 

14 D 

G 

355 

380 

375 

 

380 

 

405  

395 

410 

380 

10 30 (-) 

15 D 

G 

390 

395 

410 400 425 

390 

385 

400 

35 15 (-) 

16 D 

G 

400 

415 

370 

 

350 

 

400 

405 

370 

395 

5 (-) 15 (-) 

17 D 

G 

420 

390 

410 380 370 

395 

410 

415 

25 (-) 5 (-) 

Moyenne    D 

ET 

Moyenne    G 

ET 

388 

      22 

392 

12 

395 

21 

 

 

 376 

18 

 400 

18 

 393 

6 

 392 

16 

 400 

11 

17 

12 

15 

10 
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b - Tests d’anisotropie 
 

i - Choix de la pression d’équilibre 

 

Les tests d’anisotropie ont été pratiqués à une valeur de pression constante de 25 mmHg, 

intermédiaire avec une valeur trop basse pouvant amener à un affaissement géométrique de la 

cornée et une valeur trop haute inhibant la mise en vibration du tissu par la sonde.  

 

ii - Preuve de la consommation de riboflavine 

 

Le CXL a été effectué, comme préalablement expliqué, uniquement sur l’hémi-secteur 

supérieur du tissu grâce à l’interposition d’un masque absorbant, en carton, positionné 

manuellement sur le trajet du faisceau. Il fut important de constater visuellement la 

consommation sectorielle de la riboflavine dans le secteur exposé aux UVA en fin de CXL.  Il 

y avait ici la preuve indirecte d’une activation in situ de la riboflavine. 

 
 

 
 
Figure 107 : Preuve du « blanchiment » des molécules de riboflavine exposées aux UVA lors 

d’un CXL sectoriel supérieur (point d’encre), observée en fin de procédure UVA (étoile 

blanche). 
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iii - Courbes d’anisotropie 

 

Nous nous sommes donc intéressés à l’anisotropie en essayant de regarder l’impact d’un I-

CXL sectoriel sur la cartographie élastique de la cornée de 5 Lapins consécutifs. Certaines 

images étaient relativement évocatrices de la division des deux secteurs en terme de 

durcissement (disparité haut/bas) induit mais il s’est révélé difficile de reconstruire une carte 

d’élasticité en 3D. Cf. Figure 108. L’alignement imparfait entre le centre du traitement CXL, 

le centre de la zone d’imprégnation de riboflavine, le centre de la coupe élastographique et le 

centre de la cornée furent probablement des facteurs en partie responsable des disparités 

constatés. La moyenne des valeurs d’élasticité sur l’axe d’un méridien nous a ainsi paru plus 

pertinente afin de lisser en partie les aléas d’alignement, difficilement contournables avec les 

contraintes imposées par notre montage expérimental.  

    

    
Figure 108 : Lapin 18, coupe sur méridien verticale, disparité haut/bas illustrant le I-CXL 

sectoriel supérieur (pression d’inflation = 25 mmHg). 

 
La moyenne des valeurs de l’élasticité moyenne sur 18 méridiens, centrées sur l’apex 

cornéen, a permis de tracer un diagramme dont l’anisotropie était proportionnelle aux 

fluctuations en ordonnée des courbes. L’observation des cornées dans l’axe haut/bas montre 

assez clairement une élasticité moyenne plus forte que dans les autres axes pour les 4 yeux I-

CXL alors que cela n’est pas évident dans le groupe des yeux témoins. Le lapin 18, démontre 

un profil similaire aux deux yeux car ce dernier a reçu le I-CXL de manière bilatérale. La 

figure suivante montre les différents profils pour les 5 lapins examinés. Cf. Figure 187. 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   146	  

 
Figure 109 : Visualisation de l’effet du I-CXL sectoriel supérieur sur 5 Lapins. Le lapin 18 a 

bénéficier d’un traitement identique aux deux yeux, les autre lapins n’ont été traités qu’à l’œil 

Droit. La flèche montre l’axe du méridien vertical, orientant le secteur de l’hémi- I-CXL. 
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Le cumul des 18  valeurs d’élasticité moyenne obtenues pour chaque méridien permet de voir 

que le niveau est très similaire pour le lapin 18 qui a bénéficié d’un traitement identique. Cf. 

Figure 110. En revanche il existe deux lapins (20 et 22) qui démontrent des différences 

importantes de durcissement global après I-CXL. Les différences sont non significatives pour 

les lapins 19 et 21. Les valeurs de la pression d’inflation et les pachymétries centrales furent 

cependant similaires pour ces deux derniers cas. En revanche la différence d’anisotropie est 

nettement mois marquées que pour les Lapins 20 et 22, l’effet du I-CXL fut peut être moindre 

pour ces deux cornées. 

 

N° Lapin 

 

Elasticité 

OD  

 

(kPa) 

Elasticité 

OG 

 

(kPa) 

Variation 

Elasticité 

D-G 

(kPa) 

18 1577 1587 -10 

19 1524 1616 -92 

20 1846 1339 507 

21 1642 1484 158 

22 1657 1214 443 

 

Figure 110 : Somme sur 18 méridiens de l’élasticités moyennes des cornées testées par I-

CXL sectoriel. En gras, sont figurées les valeurs des yeux traités par I-CXL. 
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3- Résultats histologiques 
 

a - Les deux cornées traitées par C-CXL (Lapins N° 2 et 3) 

 

Elles démontraient une disparition importante des noyaux kératocytaires (HES) dans la moitié 

antérieure de la cornée. Des anomalies de régénérations de l’épithélium étaient visibles ainsi 

que des zones d’œdème anormales (diminution des fentes claires). Cf. Figures 111-112. Le 

marquage en CD35 ne montrait pas de différence nette avec l’œil témoin, il témoignerait 

possiblement de la présence des membranes cellulaires des kératocytes, enchâssées 

parallèlement entre les lamelles. Cf. Figures 120-121. 

 
 

Figure 111 : Coupe HES, cornées du lapin 2, OD: C-CXL à J7 ; OG: Témoin. Diminution 

nette de la densité kératocytaire (noyaux) dans le stroma antérieur, associé à la diminution du 

nombre d’assises cellulaires épithéliales et à la diminution des fentes claires dans la zone 

antérieure, signant un œdème localisé. L’endothélium est normal des deux côtés. 
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Figure 112 : Coupe HES, cornées du lapin 3, OD: C-CXL à J7 ; OG: Témoin. Diminution 

modérée de la densité kératocytaire (noyaux) dans le stroma antérieur, associé à la diminution 

du nombre d’assises cellulaires épithéliales. L’épithélium est très irrégulier, présentant des 

travées d’invaginations. La diminution des fentes claires dans la zone antérieure, signant un 

œdème localisé, est importante.  

 

b - Les cornées traitées par I-CXL (Lapins N° 4 à 11)  

Globalement, elles ne montraient pas d’altération franche de l’épithélium. Que ce soit au 

marquage HES (Cf. Figures 113-119) ou au marquage CD34 (Cf. Figure 122) : 

 

-‐ Les cornées 4 à 6 n’ont pas montré pas de différences histologiques notables par 

rapport au groupe témoin. 

-‐ Les cornées 7, 9 et 10, ayant bénéficié d’un temps de riboflavine doublé, ne 

montraient pas non plus de différences probantes par rapport au groupe témoin. 

-‐ Sur les cornées 8 et 11, ayant bénéficié d’un temps de riboflavine doublé (8) ou triplé 

(9) et un temps d’UV-A doublé. La cornée 8 a démontré une diminution nette des 

kératocytes, comparable à celle vue pour le C-CXL. La cornée 9 montrant une moins 

nette disparition des kératocytes mais une franche augmentation des fentes claires du 

stroma antérieur (augmentation de la cohésion tissulaire). 
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Figure 113 : Coupe HES, cornées du lapin 4, OD: I-CXL à J7 ; OG: Témoin. Pas de 

diminution nette de la densité kératocytaire (noyaux) dans le stroma antérieur, pas de 

diminution du nombre d’assise cellulaires épithéliales ni des fentes claires dans la zone 

antérieure. L’endothélium est normal des deux côtés. Il existe quelques cellules en mitose au 

niveau de la membrane basale épithéliale de l’OD, signant un remaniement superficiel. 

 
Figure 114 : Coupe HES, cornées du lapin 7, OD: I-CXL à J7 ; OG: Témoin. Durée de 

iontophorèse doublée. Pas de diminution nette de la densité kératocytaires (noyaux) dans le 

stroma antérieur, pas de diminution du nombre d’assises cellulaires épithéliales ni des fentes 

claires dans la zone antérieure. L’endothélium est normal des deux côtés.  
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Figure 115 : Coupe HES, cornées du lapin 8, OD: I-CXL à J7 ; OG: Témoin. Grossissement 

x10 en haut, x20 en bas. Durée de iontophorèse doublée, dose d’UV-A doublée. Diminution 

nette de la densité kératocytaire (noyaux) dans le stroma antérieur et augmentation du nombre 

de fentes claires dans la zone antérieure. L’endothélium et l’épithélium sont normaux des 

deux côtés.  
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Figure 116 : Coupe HES, cornées du lapin 8, OG: Témoin. Grossissement x40. Montre 

l’aspect de l’épithélium et du stroma antérieur normal. Absence de l’équivalent de membrane 

de Bowman. 
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Figure 117 : Coupe HES, cornées lapin 10, OD: I-CXL, sectoriel. Grossissement x40. 

Montre l’aspect de l’épithélium avec mitoses et diminution des assises. Le stroma antérieur 

est anormalement riche en lacunes. 

 

 
 

Figure 118 : Coupe HES, cornées du lapin 10, OD: I-CXL, sectoriel ; OG : témoin. 

Grossissement x20. Montre une plus grande densité des fentes claires pour l’OD par rapport à 

l’OG.  
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Figure 119 : Coupe HES, cornées du lapin 11, OD: I-CXL à J7 ; OG: Témoin. Durée 

iontophorèse triplée. Durée UV-A doublée. Grossissement x40 dans l’encart du haut, x20 en 

bas. Légère diminution de la densité kératocytaires (noyaux) mais forte densité de fentes 

claires dans la zone antérieure. La cornée OD semble plus compacte que le témoin. Rares 

images de mitoses dans l’épithélium. L’endothélium est normal des deux côtés.  
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Figure 120 : Coupe CD34, cornées du lapin 6, OG: Témoin. Grossissement x40. Les noyaux 

des kératocytes sont visibles. L’orientation des travées de marquage du CD34 montre bien le 

plus grand enchevêtrement du réseau kératocytaire dans le stroma antérieur. 
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Figure 121 : Coupe CD34, cornées du lapin 2, OD: C-CXL à J7 ; OG: Témoin. 

Grossissement x20. Diminution nette de la densité des noyaux kératocytaires dans le stroma 

antérieur. En revanche, le marquage CD34 des membranes ou extensions kératocytaires reste 

dense et similaire. Le réseau est moins dense en zone postérieure, proche de l’endothélium.  

 

 
Figure 122 : Coupe CD34, cornées du lapin 8, OD: I-CXL à J7 ; OG: Témoin. Grossissement 

x20. Diminution nette de la densité des noyaux kératocytaires dans le stroma antérieur. En 

revanche, le marquage CD34 des membranes ou extensions kératocytaires reste dense, 

légèrement plus marqué du côté OD.  
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c - Les tests d’innocuité  (Lapins N° 23 à 32) 

 
Le tableau suivant récapitule le côté de l’œil examiné par SSI en fonction du lapin : 

	  

N°	  Lapin	   Côté	  examiné	  par	  SSI	  

(Choix	  aléatoire)	  

	  

23	  (323507)	  

	  

D	  

	  

24	  (323509)	  

	  

G	  

	  

25	  (323542)	  

	  

G	  

	  

26	  (323572)	  

	  

G	  

	  

27	  (324644)	  

	  

D	  

	  

28	  (324565)	  

	  

D	  

	  

29	  (324629)	  

	  

D	  

	  

30	  (325524)	  

	  

D	  

	  

31	  (325527)	  

	  

G	  

	  

32	  (325613)	  

	  

D	  
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Le détail des épaisseurs mesurées en histologie avec le nombre de mitoses par coupes, les 

valeurs en rouge correspondent à l’œil examiné par SSI : 

	  

N°	  Lapin	  /	  œil	   Epaisseur	  cornée	  µm	   Mitoses	  	  

23	  OD	   650	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   600	   5	  

24	  OD	   500	   5	  

	  	  	  	  	  OG	   650	   3	  

25	  OD	   600	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   630	   4	  

26	  OD	   720	   6	  

	  	  	  	  	  OG	   750	   4	  

27	  OD	   600	   0	  

	  	  	  	  	  OG	   630	   2	  

28	  OD	   700	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   550	   1	  

29	  OD	   660	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   550	   1	  

30	  OD	   650	   3	  

	  	  	  	  	  OG	   570	   2	  

31	  OD	   560	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   610	   3	  

32	  OD	   670	   2	  

	  	  	  	  	  OG	   600	   3	  

Epaisseur	  moyenne	   621,5	   2,7	  

Ecart	  type	   63,01	   1,49	  
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Après confrontation entre les données du côté observé et les résultats histologiques fournis 

(Cf. compte rendu détaillé fourni en annexe) , l’analyse comparative œil examiné/œil non 

examiné montre les éléments suivants: 

 

-‐ Cornée :  

L’histologie cornéenne fut retrouvée comme sensiblement normale pour tous les échantillons. 

Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre le côté observé et l’épaisseur de la cornée, le 

nombre de mitoses épithéliales semble paradoxalement légèrement plus important dans le 

groupe témoin. 

 

-‐ Cristallin :  

L’histologie cristallinienne fut retrouvée comme sensiblement normale pour tous les 

échantillons. Bien que le cristallin soit difficile à découper, il n’a pas été observé d’anomalie 

ou de différence significative entre œil témoin et œil observé. Le cristallin de l’OG du lapin 

26 (SSI) n’a pu être découpé pour des raisons techniques.  

 

-‐ Rétine :  

L’histologie rétinienne fut retrouvée comme sensiblement normale pour tous les échantillons. 

Quelques polynucléaires éosinophiles choroïdiens ont pu être observés sur l’OD du lapin 23 

(SSI).  
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Exemple de résultat histologique obtenu pour le lapin 27 (OD observé par SSI): Cf. Figures 
201-202. 

Figure 123.

 
 

Figure 124. 
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IV - DISCUSSION 
 
 
1-  La transition de l’analyse du CXL in vivo vers l’analyse ex vivo 
 
 
Les résultats de la première série de lapins a montré les limites du modèle animal et l’extrême 

distorsion entre les fluctuations liées aux variations de mise en contrainte du globe oculaire et 

les variations subtiles attendues après I-CXL. Les principaux facteurs susceptibles de biaiser 

les tests comparatifs sont résumés dans le tableau ’suivant, mentionnant aussi les éléments de 

compensation possibles in vivo et ex vivo : 

 

Biais de mesure Solution in vivo Solution ex vivo 
Troubles de la cicatrisation 

épithéliale  

- CXL EPI-ON NA 

Taux d’hydratation de la cornée 

influençant la vitesse des ondes 

de cisaillement 

- I-CXL - I-CXL 

- Milieu de déturgescence adapté 

- Absence de délai entre 

énucléation et examen  

Perte des conditions 

biomécaniques aux limites des 

cornées examinées 

NA - Réalisation d’un CXL sectoriel 

optimisé avec une mise en tension 

d’amplitude adaptée et constante 

Variation de la PIO par 

fluctuation du tonus palpébral 

- Obtenir un bon niveau 

d’endormissement 

NA 

Mouvements respiratoires 

limitant la précision de l’analyse 

des images  

- Position sur le flanc  NA 

Variation de la PIO par 

fluctuation du contact avec un 

écarteur mécanique 

- Traction des paupières sans 

toucher au globe 

NA 

Variation de la PIO par 

compression variable du globe 

oculaire controlatéral au décours 

de l’examen du premier œil 

- N’étudier qu’un seul œil à la 

fois sur la même période 

d’anesthésie générale 

NA 

Variation de la PIO par la succion 

du dispositif de iontophorèse 

- Attendre plusieurs jours pour 

refaire une mesure en 

commençant par le même œil 

NA 

 
Figure 125 : Liste des biais de mesures identifiés ex vivo et in vivo dans notre étude et 

proposition des solutions correspondantes pour les limiter. 
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Il apparaît ainsi très clairement que l’observation in vivo du CXL réalisé in vivo est beaucoup 

plus complexe et plus biaisée que l’observation bien plus contrôlable réalisée en situation ex 

vivo. 

 

Un autre aspect important, issu des premiers tests in vivo, fut de confirmer l’imprégnation 

effective du stroma cornée par iontophorèse, primum movens de toute réaction de photo-

polymérisation. Les deux points forts de nos résultats furent les suivantes : 

 

- La pénétration de riboflavine à travers l’épithélium du lapin est certaine et bien délimitée. 

Cependant, malgré 10 min d’application de champ électrique, elle n’est pas toujours 

homogène et on observe des variations de fluorescences évidentes d’un œil à l’autre. Il 

existait en particulier une plus grande densité d’imprégnation au niveau de la zone de contact 

de l’anneau succion en périphérie. Celle-ci est assez homogène sur 360°. Par ailleurs, il 

existait des points d’hyper-fluorescence de la riboflavine, de nombre et de taille variables, 

aléatoirement présents dans la zone centrale d’imprégnation. Les différents aspects de ces 

constatations sont discutés un peu plus bas. 

 

- Le deuxième point important est la mise en évidence d’une déplétion en riboflavine lors du 

CXL sectoriel. Celle-ci fut bien visible avec une ligne de démarcation très nette située entre le 

secteur exposé et le secteur non exposé aux UV-A (zone d’atténuation relative de la 

fluorescence). Il y a bien eu ici une réaction chimique dite de « blanchiment » de la 

riboflavine au cours des essais, cette constatation est originale et ne fait pas l’objet de 

description dans la littérature. 

 

Il faut préciser que les observations portant sur l’imprégnation de riboflavine dans le stroma 

sont, de principe, soumises à une caution concernant le comportement de l’épithélium vis à 

vis de la riboflavine. En effet, nous ne savons pas, en particulier, si l’épithélium est capable 

de concentrer une quantité significative de riboflavine pouvant masquer l’interaction avec le 

stroma sous jacent. Notamment, en plus de sa valeur intrinsèque d’absorption des UV-A sans 

riboflavine,25 un phénomène de passage intracellulaire de riboflavine, favorisé par le champ 

électrique, a déjà été décrit dans la littérature pour la iontophorèse sous le concept 

d’électroporation.26 La valeur d’absorption des UV-A par l’épithélium après iontophorèse n’a 

pas été étudié mais nécessiterait une procédure expérimentale de mesure en transmission 

après iontophorèse, comparant les valeurs de transmission avec ou sans le retrait de 
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l’épithélium. Le protocole de I-CXL pourrait être secondairement ajusté en fonction des 

résultats. Eventuellement par exemple augmentation de la dose des UV-A soit en intensité, 

soit en durée d’UV-A.  

 

2-  Effets du I-CXL sur la courbe de pression/élasticité  
 

 
L’élasticité de la cornée du lapin est fortement liée à la mise en tension du tissu, seul les tests 

d’inflation de pression, difficilement réalisables in vivo, permettent de mettre en évidence les 

modifications biomécaniques induites par le CXL. La mesure du durcissement lié au I-CXL 

n’est pas possible in vivo car la PIO du lapin est trop basse ou trop fluctuante pour permettre 

de révéler les modifications subtiles de comportement biomécanique de la cornée induites par 

le I-CXL. Dans notre expérience, ces dernières sont révélées uniquement ex vivo sur une 

plage de PIO comprises entre 25 mmHg et 50 mmHg. Ainsi, les cornées ayant subi un I-CXL 

in vivo puis, après euthanasie, immédiatement montées ex vivo sur CAA, révèlent une hausse 

modeste en élasticité absolue mais leur cinétique de durcissement est significativement 

modifiée par rapport à celle de l’œil controlatéral non traité (élasticité relative). La courbe de 

contrainte (PIO) versus dureté (E) montre une accentuation moyenne d’un facteur 1,6 de la 

pente de la courbe de régression linéaire, observée entre l’œil traité par I-CXL et à l’œil 

témoin (p=0.029). Le seuil de significativité était majoré après 40 mmHg, ce qui confirme le 

comportement non-linéaire de la biomécanique cornéenne mais aussi de l’efficacité non-

linéaire du CXL. La cornée humaine étant réputée plus rigide que celle du lapin, et son 

épithélium étant lui aussi probablement plus perméable, il est possible que le durcissement 

effectif de la cornée soit plus important après I-CXL chez l’homme. A notre connaissance, il 

n’existe pas de description claire de cette notion de non-linéarité de l’élasticité après T-CXL 

par test d’inflation. La seule étude reprenant des conditions expérimentales similaires aux 

notres, fut l’étude Armstrong et al, sur le lapin in vivo, utilisant l’élastographie OCT avec un 

T-CXL par adjonction de chlorure de benzalkonium. Il ne donne cependant pas les détails des 

valeurs d’élasticité mesurées. Il note néanmoins un durcissement relatif de 3,7 à 2 mois post 

CXL.27 
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3 - Effets du I-CXL sur l’anisotropie cornéenne 
 

a - Considérations générales 

 

Les cornées ayant subit un I-CXL sectoriel (supérieur) in vivo puis immédiatement montées 

sur CAA après euthanasie révèlent une majoration de l’anisotropie haut/bas par rapport à celle 

de l’œil controlatéral non traité. Avec ce protocole d’anisotropie nous tendons à démontrer 

l’effet isolé et quasi instantané du CXL sur un modèle lapin, traité in vivo. Ce dernier est 

modeste mais permet d’affirmer qu’il ne s’agit pas d’un biais lié à l’abrasion épithéliale, la 

déshydratation, les fluctuations de pression ou la préparation des échantillons. La cornée 

traitée en mode sectoriel est ici son propre témoin. 

 

b - Cartographies d’élasticité 

 

Nous n’avons pas pu observer une cartographie de durcissement parfaitement en accord avec 

le I-CXL sectoriel réalisé. Il est probable que l’inhomogénéité de l’imprégnation ait diminué 

la sensibilité du test d’irradiation sectoriel. De plus, l’alignement entre la sonde et la partie 

supérieure du secteur irradié souffrait aussi d’imperfections car était réalisé en immersion 

avec un champ d’observation réduit. Par ailleurs, nous aurions peut être du observer un 

anneau de durcissement plus fort entre 8 et 9 mm de diamètre correspondant à la zone de 

renforcement de l’imprégnation. Cependant, en raison de la courbure cornéenne assez 

prononcée chez le lapin, l’onde de cisaillement ne fut visible correctement que sur un 

diamètre de 5 à 6 mm autour de l’axe de révolution de la sonde. Si celle-ci fut assez bien 

centrée sur le centre des cornées, elle le fut moins efficacement sur le centre de la zone traitée, 

l’anneau de succion n’étant pas toujours positionné au centre de la cornée en raison des 

contraintes de mise en place in vivo de ce dernier (troisième paupière, glissement oculaire).  

 

c - Courbes d’anisotropie 

 

Le renforcement relatif de la dureté dans l’axe haut/bas démontre une certaine efficacité du I-

CXL mais montre surtout qu’il est possible de sensibiliser le modèle expérimental en réalisant 

un CXL sectoriel. Nous n’avons pas trouvé dans la littérature d’approche similaire, hormis 

dans notre article sur les cornées porcines.28 Les conclusions de ces tests d’anisotropie sont 
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cependant à confirmer avec une méthodologie d’alignement encore plus rigoureuse et peut 

être un balayage non plus radiaire de la cornée mais plutôt linéaire, de haut en bas par 

exemple, en corrigeant l’incidence de la barrette échographique par inclinaison relative. 

 
4  -  Limitations de l’étude 
 

a - Variations de l’épaisseur cornéenne 

 

La variation de l’épaisseur cornéenne pendant les expérimentations est reconnue comme et le 

témoin indirect des variations d’hydratation du tissu mais aussi comme un biais d’imagerie. 

Les lois de la propagation des ondes élastiques stipulent bien que plus le tissu est épais plus la 

dureté est surestimée.29 Fort heureusement, nos résultats ont pu démonter l’absence de 

fluctuation significatives de l’épaisseur cornéenne centrale au cours des expériences, la cornée 

ayant été maintenue dans un milieu de déturgescence adapté et, surtout, ayant conservé son 

épithélium pendant des durées d’examen post mortem relativement courtes. Les mesures ont 

ainsi démonté par pachymétrie à US (résolution 20 to 30 microns), une moyenne de 399 

microns pour les cornées avec CXL versus 400 microns pour les cornées témoins. 

Malheureusement, la résolution axiale de la sonde échographie en mode B estimée à 100 - 

150 µm pour une fréquence de 15 MHz, n’a pas permis de visualiser précisément les 

épaisseurs en moyennes au niveau réel des coupes mesurées en élastographie et, en 

particulier, en moyenne périphérie. 

 

b - Contraintes liées à l’élastographe 

 

En terme de qualité d’imagerie, quand la pression d’inflation augmente, le champ d’analyse 

cartographique de l’élasticité diminue. Ce phénomène peut s’expliquer à deux niveaux: 

 

Les valeurs d’élasticité ne sont affichées par le logiciel uniquement si la qualité du signal 

dépasse un seuil de corrélation supérieur à 0,9 (algorithme de temps de vol). Ce seuil est 

altéré par la diminution du ratio entre l’amplitude des ondes de cisaillement (qui décroissent 

en fonction de leur propagation) et du bruit de fond (rapport signal /bruit). Quand la pression 

augmente, la cornée devient plus dure et donc moins déformable induisant une diminution des 

amplitudes des ondes de cisaillement. Consécutivement, la zone compatible pour une analyse 

élastographique est réduite de la périphérie vers le centre de l’image. Ceci est bien illustré sur 
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la Figure 177, le champ d’examen passant d’environ 8 mm pour une pression de 10 mmHg à 

1 mm pour une pression de 60 mmHg. 

 

Comme démontré par Nguyen et al, la cornée peut être considérée comme une plaque en 

immersion liquide.30 Dans cette configuration géométrique, les ondes de cisaillement sont 

alors guidées et leur atténuation est principalement reliée à l’épaisseur de la cornée et à sa 

courbure. Ainsi, quand la pression augmente, la courbure augmente sensiblement et les 

poussées ultrasoniques deviennent de moins en moins parallèle à la surface de la cornée, 

induisant une perte croissante d’efficacité mécanique pour génération des ondes de 

cisaillements. De plus, l’algorithme d’analyse du temps de vol actuel utilise des filtres 

directionnels qui pistent préférentiellement les ondes perpendiculaires à l’axe de poussée des 

US. Comme l’onde de cisaillement est guidée par la géométrie cornéenne, quand la courbure 

augmente, l’onde de cisaillement elle aussi, se propage de moins en moins parallèlement à la 

surface. Cet artéfact de mesure, implicite au système, devrait faire l’objet de raffinement des 

algorithmes d’analyse des temps de vol dans les prochaines versions de l’élastographe 

cornéen.  

 

Par ailleurs, l’épaisseur du tissu peut lui aussi jouer un rôle dans la conversion de la vitesse de 

l’onde en valeur d’élasticité. En effet, la cornée se comporte comme un guide d’onde, les 

faces antérieure et postérieure confinent la propagation des ondes dans un mode dit « guidé », 

correspondant au cas des ondes de Lamb. En accord avec l’équation des ondes de Lamb, plus 

la cornée est fine, le plus les ondes seront contraintes et donc ralenties.31 Ainsi la cornée 

apparaitra plus molle. Malencontreusement, la résolution axiale de la sonde 15kHz utilisée a 

une résolution de 100 à 150 microns, limitant l’analyse de variations fines de la pachymétrie 

cornéenne. Cependant, nous avions pu suivre l’évolution de l’épaisseur centrale et constaté 

peu de changement au cours des essais et en particulier une grande similarité entre les yeux 

traités et leurs témoins respectifs. 
 

c - Contraintes liées à la iontophorèse 

 

La iontophorèse cornéenne est une technologie récente, elle dérive de nombreux travaux 

réalisés sur la iontophorèse trans-sclérale. Il y a très peu de travaux traduisant des résultats 

pour la iontophorèse de la riboflavine. Nous avons pu récupérer certains posters de l’ARVO, 
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illustrant l’innocuité (Roy, Patane, Manzo et al) 32-34 et l’efficacité (Soler et al) 35 du passage 

de la riboflavine assisté par iontophorèse dans la cornée de lapins (Posters mis en Annexes). 

 

Il a bien été constaté sur les cornées exposées aux UV-A, une très nette fluorescence verte de 

la zone ayant bénéficié de la iontophorèse, contrastant fortement avec la zone périphérique 

dont la fluorescence finement bleutée correspond à l’absorption des UV-A par le collagène. 

Cette zone étant exempte de riboflavine, l’émission bleue du collagène n’est pas absorbée par 

le pic d’absorption dans le bleu de la riboflavine, et n’est pas masquée par son émission dans 

le vert. Cf. Chapitre 1. Enfin, il a été constaté sur les tests d’anisotropie une consommation 

évidente de la fluorescence dans la partie exposée aux UV-A, en comparaison de la partie non 

exposée. La riboflavine était donc bien absorbée, stockée puis consommée par les UV-A au 

sein du stroma cornée. Comme expliqué plus haut, n’ayant qu’une approche par visualisation 

de dessus, nous ne pouvons pas strictement exclure un certain niveau de concentration de 

riboflavine dans l’épaisseur de l’épithélium. Nous ne doutons cependant pas du passage de la 

riboflavine dans le stroma par iontophorèse trans-épithéliale (voie inter-cellulaire), 

néanmoins, la question de l’électroporation (voie intra-cellulaire) dans les cellules épithéliales 

resterait, de principe, à explorer. 

 

Nos résultats ont aussi mis en évidence un certain niveau d’inhomogénéité de la fluorescence 

de la cornée observée après iontophorèse, lors des UV-A. Un renforcement systématique au 

niveau du contact de l’anneau de succion et des petites zones de quelques millimètres de 

diamètre aléatoirement positionnées dans le champ de la surface de iontophorèse. Plusieurs 

hypothèses peuvent expliquer ces inhomogénéités: 

 

- Lésions iatrogènes de l’épithélium entrainant un passage facilité de la riboflavine 

o Par manipulation traumatique avant la phase des UV-A: ce fut peu probable, 

les animaux étaient immédiatement positionnés sur le flanc en commençant par l’œil 

devant bénéficier du I-CXL, sans utiliser d’écarteur. L’anneau de succion de la 

iontophorèse était facilement positionnable. Les mesures au pachymètre contact à US 

étaient réalisées sans appuis traumatique et toujours au centre. 

o Par dessiccation pendant la iontophorèse : la phase d’expérimentation 

précédant les UV-A était essentiellement réalisée en atmosphère aqueuse durant la 

iontophorèse. L’observation des zones d’hyper-fluorescence était présente dès le 
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début des UV-A, eux même pratiqués immédiatement après la phase de 

iontophorèse. 

o Par modification des conditions physiques de la riboflavine : l’électrolyse de la 

solution de riboflavine induirait un changement significatif du pH si la solution 

n’était pas tamponnée. L’élévation de température était certainement possible mais 

négligeable, Manzo et al l’avaient démontré au sujet d’un dispositif trans-scléral.34 

Cf. poster ARVO, mis en annexe. Les variations d’osmolarité sont possibles mais 

nous n’avons pas constaté de forte variation de pachymétrie entre avant et après la 

phase de iontophorèse.  

- Inhomogénéité du champ électrique poussant de manière inégale la riboflavine dans le 

stroma : cette éventualité est peu probable compte tenu des spécifications physiques du 

dispositif. 

- Inhomogénéité de l’épithélium du lapin: l’épithélium du jeune lapin (2 à 3 kg) a une 

épaisseur comparable à celle de l’homme mais son stroma est notablement plus fin (d’environ 

20 à 25%). Comme chez l’homme, il est plus fin au centre qu’en périphérie. Le centre est 

donc plus facilement perméable. Cependant, les zones d’hyper-fluorescence ne furent pas 

systématiquement retrouvées au centre et furent multiples. L’épithélium du lapin, 

contrairement à celui de l’homme, ne dispose pas de membrane basale d’ancrage de 

l’épithélium bien individualisé, ceci peut éventuellement entrainer une disparité de 

perméabilité semble très adhérent par rapport à l’humain. Le fait qu’une hyper-fluorecence 

soit aussi systématiquement retrouvée au niveau du contact avec l’anneau de succion indique 

que celle-ci est possiblement la conséquence d’une contrainte biomécanique sur l’épithélium. 

Le renforcement en anneau périphérique serait peut être du à la succion qui dégrade 

localement la cohésion épithéliale et favorise le passage de la molécule sans pour autant 

entrainer d’ulcération visible. Une analyse des jonctions épithéliales en microscopie 

électronique à transmission serait utile pour élucider cette inhomogénéité de perméabilisation 

sur ce modèle lapin.  

 

Par ailleurs, un défaut de rinçage de la riboflavine est peu probable mais pourrait entrainer 

une hyper-fluorescence localisée, la présence de Fluorescéine résiduelle est mois probable car 

cette dernière absorbe très peu à 375 nm, elle peut toutefois réaliser un masquage relatif de 

l’émission verte de la riboflavine car elle présente un petit pic d’absorption dans le vert (Cf. 

spectres d’émission de la riboflavine et de la Fluorescéine mis en Annexe). 
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Finalement, dans notre protocole, nous avons choisi de publier les essais avec une procédure 

de iontophorèse de 10 minutes et non pas 5 minutes à 1 mA comme initialement recommandé 

par le constructeur pour l’application chez l’homme. Ce choix fut dicté par l’observation des 

zones inhomogènes et la volonté d’obtenir une concentration suffisante de riboflavine dans le 

stroma pour induire un durcissement significatif. Une procédure de titrage de la durée de la 

iontophorèse et de la dose des UV-A est à envisager à l’occasion des prochaines 

expérimentations. 

 

5 - Résultats histologiques 

 

a - C-CXL 

 

La disparition des kératocytes est clairement établie après C-CXL (EPI-OFF) et concerne les 

deux cornées traitées par C-CXL. Le lapin 3 a certainement subi une lésion endothéliale 

partielle et présenté un déficit de cicatrisation épithélial majeur. Le lapin 2 montre bien un 

certain niveau de compaction tissulaire (majoration des fentes claires). Comme discuté plus 

haut, l’aléas de cicatrisation est certainement fort sur le modèle lapin suivant un CXL EPI-

OFF. 

 

b - I-CXL 

 

Seule la cornée du lapin 8 a montré une perte franche des kératocytes. La dose ayant été 

doublée, il est probable que le seuil de cytotoxicité fut atteint uniquement pour ce cas. Pour 

les autres cas de I-CXL, les kératocytes n’ont pas disparu, ce qui ne signifie pas pour autant 

l’absence de durcissement de la cornée. La question de l’intérêt de la dépopulation 

kératocytaire dans le processus de CXL est une question entière, non documentée clairement 

dans la littérature. Le lien entre la perte kératocytaire, bien visible en microscopie confocale, 

le durcissement cornéen visible par élastographie et l’efficacité clinique, n’est pas établi.  

 

Un appareil d’élastographie clinique permettrait de faire le lien et de savoir si l’efficacité 

clinique du CXL repose sur la polymérisation du collagène ou si c’est plutôt le 

renouvellement cellulaire (plexus nerveux, kératocytes, épithélium) qui entraine l’effet 

clinique et éventuellement biomécanique aussi. Les deux mécanismes n’étant pas exclusifs. 

L’illustration suivante résume cette problématique (Cf. Figure 126). 
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Figure 126 : Hypothèses de fonctionnement relationnel entre le durcissement, le statut 

cellulaire et l’effet clinique pour le C-CXL (haut), comparé au T-CXL (bas), trans-épithélial. 

Illustration D Touboul. 
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c – Innocuité 

 

Pour l’ensemble des échantillons regardés, il n’a pas été retrouvé d’anomalies pouvant faire 

évoquer un mécanisme lésionnel dans la cornée, le cristallin ou la rétine des lapins. Aucun 

signe de dilacération acoustique ni de dénaturation thermique. En particulier pas de signe 

d’apoptose cellulaire plus évident du côté examiné versus non examiné. L’analyse 

histologique est cependant limitée par la réalisation d’une coupe axiale unique réalisée par 

globe, pouvant passer à côté d’une zone anormale. L’absence de lésion sur une cohorte de 10 

coupes est cependant un élément très rassurant, plaidant en faveur d’une innocuité totale des 

mesures élastographiques effectuées. 

 
4 - Réflexion sur le fonctionnement du CXL et perspectives d’amélioration du modèle 

expérimental 

 

Nos résultats montrent assez clairement qu’il existe une certaine efficacité du I-CXL in vivo 

pour durcir immédiatement la cornée, par photo-polymérisation ou photo-réticulation, 

mesurable par SSI, dans les limites de notre modèle expérimental.  Néanmoins, il reste à 

démontrer que cet effet est pérennisable dans le temps et correspond bien au phénomène de 

freination des ectasies cornéennes retrouvé dans la pratique clinique. Autrement dit, nous ne 

savons pas bien si le CXL freine le KC grâce à son action instantanée (et pérenne ?) sur la 

photo-polymérisation du collagène ou s’il ne s’agit pas plutôt d’un processus de cicatrisation 

impliquant le renouvellement cellulaire de l’épithélium, des plexus nerveux et surtout des 

kératocytes (les deux processus pouvant éventuellement cohabiter). L’activation des 

kératocytes pourrait, par exemple, renforcer l’ancrage des fibres de collagène dans la 

membrane de Bowman, stimuler la création d’un nouveau réseau de connexions 

intercellulaires plus favorable au soutien des lamelles stromales, etc.36-37  
 

Dans cet optique, l’évaluation du T-CXL est très instructif car élimine certains facteurs 

confondants pour le raisonnement autour de l’effet isolé de la photo-polymérisation du 

collagène stromal. En effet, avec ce modèle, les problématiques de lésions épithéliales et 

plexulaires, de cicatrisation secondaires et d’homéostasie cornéenne sont mises à distance.  

 

Alors que le principe de photo-polymérisation représente, depuis le début du CXL, le 

principal argument développé pour expliquer le mode d’action de la procédure, il est 
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intéressant de souligner qu’il n’existe que deux articles expérimentaux publiés, dont un seul 

en langue anglaise, étudiant véritablement l’effet biomécanique du CXL dans le temps. Le 

premier fut publié par Spoerl et al en 2000, portant sur l’extensométrie de 16 yeux de lapins 

avec une chronologie de sacrifices à 1 mois  (n=11) et à 3 mois (n=8).38   Le second fut publié 

par Wollensak et al en 2009, portant sur 9 lapins sacrifiés à 1, 2 et 3 mois post-CXL (n=3 

pour chaque période).39 Plus récemment, Ford et al ont décrit une technique d’élastographie 

par analyse du speckle par OCT qui pourrait être un bon candidat pour le suivi longitudinal 

des CXL réalisés in vivo.40 La technologie Brillouin semble aussi être un axe prometteur.41  

 

De nombreuses études sur les effets microstructuraux du CXL ont été publiées mais la 

corrélation entre les modifications de structure et les propriétés biomécaniques sont mal 

établies et toujours réalisées en condition ex vivo.42-43 Malheureusement, à ce jour, il n’y a 

donc pas de solution non invasive pour suivre cliniquement les changements architecturaux 

du collagène dans le temps. Avec le futur avènement de différentes approches pour faire de 

l’imagerie de collagène in vivo (ex : imagerie par génération de seconde harmonique - SHG), 

le domaine d’expertise de l’élastographie dynamique apparaît comme une voie 

particulièrement pertinente et aidera à mieux décortiquer les mécanismes intimes du CXL.44 

 

Nous pensons donc que la technologie d’élastographie cornéenne par SSI devrait pouvoir 

trouver sa place dans un projet de transfert technologique visant la mise sur le marché d’un 

dispositif médical capable de détailler la biomécanique cornéenne des patients à un niveau de 

sensibilité correspondant aux besoins des cliniciens. Les considérations portant sur ce 

développement seront détaillées dans le Chapitre 4. 
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V - CONCLUSION DU CHAPITRE 3 

 

La technologie SSI est certainement une des technologies les plus aboutie pour obtenir 

une véritable quantification physique du CXL in vivo. Sa sensibilité, bien illustrée avec 

les tests d’inflation de pression et d’anisotropie réalisés, semble compatible avec 

l’enregistrement de variations subtiles de la biomécanique cornéenne, 

vraisemblablement observées lors du CXL.  

 

Cependant, avant de passer sur les essais cliniques, un modèle animal robuste est 

nécessaire pour prouver l’innocuité et vérifier la pertinence du développement. Ce 

dernier est complexe à mettre en œuvre in vivo car l’élasticité est très reliée à plusieurs 

paramètres difficiles à contrôler précisément in vivo, tels que: l’épaisseur cornéenne, la 

cicatrisation et les causes de fluctuations diverses de la PIO. Les deux premiers 

paramètres sont contournables en choisissant un CXL les impliquant peu, comme le 

CXL assisté par iontophorèse (I-CXL). En revanche, la PIO, indissociable de la 

variation de l’élasticité, est un paramètre très variable selon les modalités 

expérimentales : la position de l’animal, le débit cardiaque, le niveau d’endormissement, 

la tension palpébrale, la compression du globe, la pose d’un anneau de succion). Il est 

donc préférable de réaliser le traitement in vivo puis de sacrifier l’animal pour monter 

la cornée sur une chambre antérieure artificielle (CAA) afin de contrôler précisément la 

PIO. Dans ces conditions, la pachymétrie peut toutefois varier mais influence moins le 

module élastique que les fluctuations de PIO, l’utilisation d’un milieu de déturgescence 

adapté permet de limiter ces variations au mieux suivies avec l’aide d’une imagerie de 

l’épaisseur cornéenne.  

 

Enfin, le protocole expérimental nécessite un témoin non traité, si possible l’œil 

controlatéral. Cependant, la symétrie biomécanique de l’animal n’est pas certaine, et le 

montage de la cornée ex vivo sur CAA peut induire un biais de comparaison entre les 

deux yeux. L’approche la plus fine est sans doute la réalisation d’un CXL dit 

« sectoriel », comme réalisé précédemment par notre équipe avec le CXL conventionnel, 

où la cornée traitée est son propre témoin, limitant ainsi les biais liés aux fluctuations de 

l’hydratation cornéenne et de la PIO. De plus, l’analyse de l’anisotropie par rotation de 

la sonde échographique autour de l’axe passant par l’apex cornéen, permet alors de 

rechercher, à pression d’inflation et pachymétrie constantes, les disparités de dureté 
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entre la zone traitée et la zone non traitée. Dans ce mode opératoire, les variations 

biomécaniques subtiles du CXL ne seront révélées que sur une plage favorable de mise 

en tension du tissu qu’il faut définir par tâtonnement et réitérations.  

 

Enfin, c’est sur cette base d’expérimentations, que notre série préliminaire de 22 lapins 

traités par I-CXL a permis de démonter la pertinence de la technologie SSI pour 

quantifier l’effet du CXL et de comprendre différents mécanismes utiles à considérer en 

vue d’une approche clinique de la mesure de l’élasticité cornéenne. 
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I – Introduction 

 

L’évaluation de la biomécanique cornéenne pour le suivi du CXL, développée dans cette 

thèse, est l’exemple typique d’une forte demande des cliniciens pouvant motiver le transfert 

de la technologie SSI dans le monde de l’ophtalmologie. Au terme de cette thèse, il apparaitra 

clairement au lecteur que seule la mise sur le marché d’un appareil de quantification du profil 

de durcissement de la cornée pourra répondre à certaines questionnement fondamentaux sur le 

mode d’action et l’ajustement des protocoles de CXL pour les patients.  

 

Les domaines d’applications d’un tel outil sont certainement plus larges et appartiennent à au 

moins 4 grandes catégories : 

 

- Le dépistage des anomalies biomécaniques latentes (Kératocône) dans le bilan 

préopératoire des chirurgies réfractives cornéennes. 

- L’évaluation de la pression oculaire corrigée par les disparités biomécaniques 

(Glaucome à pression normale). 

- Le suivi des différentes cornéoplasties comme, par exemple, le CXL. 

- La mesure de la contraction du muscle ciliaire pour l’évaluation dynamique de la 

presbytie. 

 

L’étape suivante sera donc la réalisation d’une interface intelligente pouvant faire varier la 

tension de la cornée et évaluer le profil de déformation afin de définir un comportement 

normal et anormal sur une population saine, puis porteuse de KC ou de Glaucome par 

exemple.  

 

Cette dernière avait été ébauchée dans les premières étapes de ce travail collaboratif, car 

initialement, le projet MICROELASTO devait inclure directement une phase clinique menée 

sur des patients au CHU de Bordeaux (le CPP correspondant avait été accepté sur la base de 

la sonde marquée CE, à faible poussée). En pratique, nous avions du modifier le contenu du 

projet au décours des premiers test d’imagerie sur des yeux humains démontrant la nécessité 

de réaliser des poussées ultrasoniques bien plus fortes que nécessaires sur les cornées porcines 

et malheureusement impliquant le dépassement des seuils FDA de sécurité ultrasonique 
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oculaire. Il fallait donc démonter expérimentalement l’innocuité et démontrer un savoir faire 

expérimental plus étayé afin de passer les normes CE puis, éventuellement FDA. Par ailleurs, 

les difficultés ergonomiques pour réaliser l’immersion des yeux rendraient le passage à la 

phase clinique plus complexe qu’il n’y paraissait au début. 

 

Ce dernier chapitre est l’occasion de tracer le chemin des prochaines étapes du projet 

Microélasto comportant plusieurs entités : 

 

-‐ Validation de l’innocuité de la sonde élastographique 

-‐ Réalisation d’une interface œil/machine compatible 

-‐ Mise en place d’une méthodologie pour interprétation des résultats sur l’œil humain 

 

II – Innocuité de la sonde élastographique 

 

Les normes FDA d’insonification des tissus oculaires sont bien plus drastiques sur l’œil que 

sur les autres tissus. Elles sont en fait historiquement établies en référence à des normes 

établies pour l’examen de la rétine. Ce n’est en fait pas tout à fait adapté dans notre cas de 

figure car les ondes projetées ne peuvent pas focaliser une poussée au delà du cristallin. 

Cependant, il est difficile de contourner cette limitation sans construire un dossier pour 

apporter la preuve de conformité de la sonde pour l’application en Ophtalmologie.  

à  

Figure 127: Champ d’examen de la sonde d’élastographie en B-Mode. Il existe un fort écho 
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central situé sous la cornée. Il s’agit d’un artefact dû à une réflexion des ultrasons à l’intérieur 

de la cornée. Cet artefact est limité aux endroits où le faisceau ultrasonore a une incidence 

normale à la surface de la cornée. Le cristallin est très peu échogène mais les corps ciliaires et 

l’iris sont très bien vus. 

 

Comme les ultrasons sont réputés pour avoir des effets biologiques mécaniques (pression de 

radiation ultrasonore, cavitation) et thermiques. En mode diagnostic, il faut contrôler ces 

effets afin qu’ils n’endommagent pas les structures insonifiées.  

 

La référence la plus répandue est la régulation de la FDA (US Food and Drug Administration) 

qui définit les limites de puissances acoustiques à émettre. On remarquera ici que conditions 

d’insonification sont beaucoup plus restrictives pour l’Ophtalmologie que pour tous les autres 

organes (facteur 10 environ). 

 

 
 

Figure	  128	  :	  Recommandations	  FDA	  pour	  les	  intensités	  acoustiques	  maximales. 

	  
Les différents index sont définis comme suit : 

- Index mécanique (MI) :  où PNP est le pic de pression négative (MPa) 

atténuée de 0,3 dB/cm/MHz au point focal, qui correspond à l’atténuation dans un tissu mou 

et fc est la fréquence centrale (MHz). Dans le cas de l’imagerie Ophtalmologique, le faisceau 

ultrasonore est beaucoup moins atténué car il ne traverse que de l’eau (atténuation 2.10-4  

dB/cm/MHz) avant de rencontrer la cornée. 
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- ISPTA : intensité  acoustique ou irradiance (W/cm2) au point focal moyennée sur la durée 

d’émission. 

- ISPPA : intensité acoustique ou irradiance (mW/cm2) au point focal moyennée sur la durée 

d’émission rapportée à la durée totale de l’acquisition. 

 

- Index thermique (TI) : rapport entre la puissance acoustique totale et la puissance 

acoustique nécessaire à élever la température du tissu de 1°C. Pour les tissus mous,

 avec W la puissance émise sur une surface de 1 cm2 (mW) et fc la fréquence 

centrale (MHz). 

	  

Dans le cas de l’homme, il s’est avéré que la cornée était plus dure que ce que nous 

attendions. De ce fait, avec la sonde que nous avions développée (Cf. Figure 144), il a fallu 

adapter les séquences d’imagerie afin de pouvoir créer une zone de poussée suffisamment 

forte dans la cornée pour générer des ondes de cisaillement. Le problème qui s’en suit, est que 

pour ce type de séquence d’imagerie (constituant en une poussée à fréquence centrale de 

11,25 MHz pour 900 demi-cycle ultrasonore à un voltage de 15V), les index MI et ISPTA 

sont les suivant : MI = 0,47 et IPSTA = 2,235.  

 

L’index MI est donc plus élevé que les normes définies par la FDA, ce qui empêchera toute 

étude aux Etats-Unis. Cependant pour réaliser une étude clinique en Europe, apporter la 

preuve que l’utilisation de la technique est inoffensive peut être suffisant pour réaliser un 

protocole clinique avec CPP. C’est pourquoi nous avons réalisé un protocole animal d’étude 

d’innocuité sur lapin. 

 

 

 
Figure 129 : Spécifications de la sonde d’élastographie (barrette de 12,8 mm). 

	  

Les essais sur 10 paires d’yeux de 10 lapins réalisés durant cette thèse n’ont pas montré de 

différence significative au niveau histologique dans les conditions expérimentales et les 

résultats sont détaillés au Chapitre 3. La publication prochaine de ces résultats permettra 
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d’étayer le dossier d’innocuité de la sonde qui sera potentiellement utilisée pour les 

applications cliniques. 

III- Réalisation d’une interface œil/machine compatible 
 

La simple apposition de la barette échographique avec un milieu de couplage échographique 

(liquide ou gel) ne suffit pas a assurer un centrage et une stabilité suffisante pour les mesures 

expérimentales et encore moins l’application en clinique. Il fallut donc très tôt dans le projet, 

développer une interface pour manipuler la sonde dans les 3 dimensions de l’espace associant 

aussi la possibilité d’une rotation sur son axe d’observation. Cf. Figure ci-dessous. Nous 

avons d’emblée imaginé un système adaptable sur la lampe à fente de l’ophtalmologiste, 

compatible avec la pratique clinique. 

 
Figure 130: Schématisation de la géométrie de la sonde échographique 15 MHz avec les 

degrés de liberté voulus. 

 

Pour ce faire, nous avons fait appel à un cabinet d’étude (Centre technologique Alphanov, 

Talence) en lui fournissant un cahier des charges complet comportant : 

 

-‐ les caractéristiques géométriques de la sonde,  

-‐ les focales et frontales de la sonde,  

-‐ les degrés de liberté voulus,  

-‐ l’encombrement possible devant le patient en position de tonométrie,  

-‐ la pièce métallique habituellement solidaire du tonomètre de Goldman sur une 

lampe de référence Haag-Streit BQ-900, 

-‐ la nécessité de positionner une ventouse en silicone ouverte et apposée sur le 

limbe cornéen, dessinée comme un soufflet de manière à permettre une 
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approche douce sans écarteur (le praticien maintenant la paupière supérieure 

ouverte avec son doigt). 

Une modélisation en 3D de l’outil fut réalisée dans un premier temps (Cf. illustrations plus 

bas) puis le prototype fut réalisé. Il comportait: le porte sonde, un anneau en silicone (moule 

établi sur mesure) et la connexion avec le bras de la lampe à fente. 

 
Figure 131 : modélisation de la pièce permettant l’orientation de la sonde, platines 

micrométriques. 

 



Apport de l’élastographie par ondes de cisaillement pour l’évaluation de la photo-polymérisation du collagène cornéen. D. Touboul 	   
	  

	   185	  

Figure 132 : Simulation de la mise en situation ergonomique du prototype d’interface. Celle-

ci bascule devant l’œil du patient comme le ferait le tonomètre de Goldman. 

 

 
Figure 133 : aspect du soufflet /ventouse en silicone. 

 

 
Figure 134 : Aspect du porte sonde en vue de face. 
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Figure 135 : Prototype de l’interface finalisé avec le soufflet et un système d’irrigation 

implémenté. 

 
Figure 136 : Premiers essais de l’interface. 
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Figure 137 : Mise en situation du prototype d’interface sur la lampe à fente. 
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A ce jour, le prototype n’a pas pu être efficacement testé sur l’œil humain mais a pu être 

utilisé pour les tests sur le lapin développés dans cette thèse. Les principales interrogations 

concernent : 

-‐ La tolérance de l’interface pour le patient (test réalisé sous anesthésie locale 

par collyres), le maintien de l’ouverture de l’œil (avec ou sans écarteur 

complémentaire), 

-‐ Le maintien, sans bulle de gaz, de l’étanchéité de la sonde lorsque le patient est 

assis (viscosité du gel à employer, cinétique d’injection), 

-‐ Le nettoyage de la sonde (ventouse à usage unique), 

-‐ La durée de la procédure d’acquisition, compatible ou non avec 

micromouvement de l’œil (mire de fixation pour l’œil controlatéral ouvert). 

 

Afin d’éviter la fuite du gel et de limiter les problèmes de stérilisation de la sonde, une 

amélioration possible de la partie en contact avec l’œil consisterait à obturer la fenêtre 

d’observation (à l’ouverture de la ventouse) avec un film transparent aux ultrasons, assez 

souple et fin pour épouser la surface oculaire sans plissement. La faisabilité n’est pas encore 

testée mais nous avons réalisés chez le lapin un test avec une lentille de contact épaisse 

montrant le durcissement artéfactuel de la cornée induit par la présence de cette interface 

supplémentaire. La finesse de la membrane est certainement cruciale dans cette configuration. 

 

IV - Méthodologie de l’examen sur œil humain 
 

Le problème réglementaire de la sonde est un obstacle majeur pour toute diffusion d’un 

éventuel produit sur le territoire Américain, le coût d’un nouveau cheminement FDA est en 

effet considérable. Un éventuel porteur industriel pour le transfert de la technologie serait 

retissant à la prise de risques compte tenu de cette restriction stratégique. L’objectif réaliste 

est donc de viser à compenser cette restriction géographique par des attraits commerciaux tels 

que la convivialité d’utilisation, la multiplicité des applications, et le coût raisonnable. Le 

point de départ d’une telle aventure pré-industrielle est sans doute de faire la preuve du 

concept dans le cadre d’un essai à promotion hospitalière, permettant de vérifier la pertinence 

clinique de la machine. 
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Comme nous l’avons vu avec les essais sur les porcs et les lapins, il est impossible de 

dissocier la valeur d’élasticité d’un tissu de la pression intra-oculaire sans implanter une 

sonde manométrique dans l’œil en question. Cette possibilité est bien sur à proscrire en 

situation clinique. Il faut donc regarder le profil de déformabilité et non pas les valeurs 

absolues de dureté pour une cornée donnée. Ceci implique la mise en place d’un système 

calibré capable d’exercer une élévation de pression intra oculaire continue compatible avec 

une mesure simultanée de l’élasticité moyenne de la cornée. En toute logique, une progression 

rapide de l’élasticité en fonction de la variation de pression exercée (par succion ou 

indentation par exemple) signifierait une faible compliance de l’œil à la déformation et donc 

une prédisposition à la maladie glaucomateuse. A l’opposé, une réaction trop lente de 

l’élévation de la dureté en fonction de la variation de pression exercée signifierait une cornée 

trop facilement déformable, témoignant d’une potentielle défaillance biomécanique 

assimilable à un KC latent, contre indiquant éventuellement la pratique du LASIK. La zone de 

normalité ou de sécurité de ce profil biomécanique restera à définir entre les deux options et 

sera à tester sur des patients reconnus comme sains par d’autres moyens. Ce raisonnement est 

un point de départ, sujet à une remise en question en fonction des résultats observés. Cf. 

Figure 138. 

 
Figure 138 : Concept de dépistage du statut biomécanique des cornées en pratique clinique. 

En abscisse, la contrainte exercée, en ordonnée, l’élasticité mesurée. Illustration D Touboul. 

 

Une	   autre	   alternative	   pour	   le	   dépistage	   du	   KC	   serait	   de	   regarder	   la	   cartographie	  

d’élasticité	   et	   de	   rechercher	   un	   déficit	   focal	   atypique	   par	   rapport	   au	   schéma	   d’une	  

cartographie	   normale.	   Ceci	   implique	   une	   amélioration	   de	   la	   résolution	   spatiale	   de	  

l’image	  (ou	  un	  couplage	  avec	  une	  imagerie	  de	  type	  OCT)	  et	  un	  système	  de	  rotation	  des	  

acquisitions	  très	  rapide.	  	  
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V – CONCLUSION DU CHAPITRE 4 

 

Ce dernier chapitre insiste sur l’importance des efforts de développement restant à 

fournir pour passer de l’outil de mesure expérimental à l’outil diagnostic en clinique.  

 

Les points forts sont, d’une part, l’attente forte de la communauté des Ophtalmologistes 

pour un produit fiable mesurant la dimension biomécanique des tissus oculaires, et 

d’autre part, la robustesse des données fournies par la technologie SSI. 

 

Les points faibles sont, d’une part, les contraintes réglementaires imposées par le FDA 

et d’autre part, les limitations pratiques engendrées par le couplage échographique 

entre la sonde et la surface oculaire. Le premier aspect semble contournable mais 

nécessite néanmoins un long cheminement réglementaire. Le deuxième aspect nécessite 

un renfort d’innovations techniques pour, idéalement, permettre des mesures en 

position assise. Un repli sur une solution en position allongée est toutefois possible, bien 

que moins conviviale pour la cible d’activités de dépistage. 

 

Une étude sur l’homme est nécessaire afin de valider la pertinence clinique d’un 

prototype d’élastographe SSI oculaire. L’ultime étape serait ensuite de trouver l’appui 

d’un porteur industriel capable d’accompagner ce projet vers la réalisation d’un 

dispositif médial à part entière. 

 

L’évolution du concept d’élastographie dynamique par ondes ultrasonores vers un 

concept d’élastographie par ondes électromagnétiques mérite certainement d’être 

développé à partir du cahier des charges et des bases posées à l’occasion des premiers 

pas de l’élastographie cornéenne par SSI.  
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CONCLUSION DE LA THESE 
	  
 

Le CXL est actuellement couramment proposé pour freiner l’évolution du Kératocône, 

il induit une réaction multifactorielle complexe dont les paramètres biomécaniques sont 

sensés représenter les indicateurs principaux pour juger de son efficacité.  

 

Notre étude expérimentale souligne la présence de modifications biomécaniques 

immédiatement observées par SSI après une procédure de CXL trans-épithélial réalisée 

in vivo et assistée par iontophorèse (I-CXL). Moins invasive que la technique de 

référence, l’I-CXL permet un contrôle expérimental précis de certains paramètres 

habituellement confondants dans les études tels que: la mise en tension de la cornée, la 

standardisation des conditions aux limites du tissu, le taux d’hydratation et l’intégrité 

épithéliale. Nos premiers résultats sur cornée de lapins démontrent un durcissement 

cornéen non-linéaire, révélé et amplifié par la mise en contrainte croissante du tissu. 

L’augmentation de l’anisotropie dans le cadre d’un CXL sectoriel fut un indice 

supplémentaire d’efficacité biomécanique intéressant car évitant le biais d’observation 

inter-échantillons.  

 

Les résultats histologiques obtenus à une semaine post I-CXL d’une autre série de lapins 

ont pu montrer une discordance entre l’effet biomécanique et l’apparente faible perte 

des kératocytes, habituellement retrouvée très intense avec le CXL conventionnel. Cette 

constatation impose, d’une part, une certaine prudence quant à l’interprétation de 

l’efficacité du I-CXL et, d’autre part, permet de s’interroger sur les réels mécanismes 

thérapeutiques du CXL.  

 

Nous pensons que l’analyse élastographique de l’I-CXL par SSI est une alternative 

particulièrement innovante pour la compréhension de la participation de l’effet de 

photo-polymérisation dans le processus global impliqué dans la procédure du CXL.  

 

Le résultat des tests d’innocuité permettra le montage d’une étude exploratoire visant à 

évaluer les performances de la technologie SSI en application au suivi des CXL réalisés 

en pratique clinique.  
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LES	  POINTS	  FORTS	  DE	  CE	  TRAVAIL	  DE	  THESE	  
	  
	  

-‐ Travail	   collaboratif	   innovant	   fondé	   sur	   un	   savoir	   faire	  multi	   disciplinaire	  

unique	  dans	  le	  monde.	  

	  

-‐ Confirme	   l’effet	   biomécanique	   immédiat	   du	   CXL,	   réalisé	   in	   vivo,	  dans	   des	  

conditions	  quasi-physiologiques.	  

	  

-‐ Permet	   d’envisager	   un	   modèle	   expérimental	   réaliste	   pour	   optimiser	   les	  

protocoles	  de	  CXL.	  

	  

-‐ Ouvre	  le	  débat	  sur	  les	  mécanismes	  cliniques	  intimes	  du	  CXL.	  

	  

-‐ Permet	  d’établir	  le	  cahier	  des	  charges	  pour	  la	  conception	  d’un	  élastographe	  

capable	  de	  passer	  à	  l’étape	  du	  transfert	  technologique,	  adressant	  à	  un	  vaste	  

champ	   d’applications	   cliniques	   :	   cornéoplasties,	   chirurgies	   réfractives,	  

glaucome	  et	  presbytie.	  
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Lexique	  des	  Abréviations	  
AIC pour anneaux intra cornéens (soit intra corneal ring segments = ICRS) 
A-CXL pour CXL accéléré 
AFM pour microscopie à force atomique 
AOS pour aberrations optique d’ordre supérieur 
AOI pour aberrations optique d’ordre supérieur 
BAC ou BKC pour chlorure de Benzalkonium 
CXL pour Corneal Collagen Cross-linking 
C-CXL pour CXL Conventionnel 
CMI pour cornéoplasties mini invasives 
CO pour correction optique 
CH pour corneal hysteresis 
CTP pour corneal thinnest point 
CAA pour chambre antérieur artificielle  
CPP pour Comité de Protection des Personnes 
E pour module de Young 
EPL pour ectasie post laser excimer 
ESPI pour Electronic speckle pattern interferometry 
FFKC pour forme fruste de KC 
FDA  pour Food and Drug Administration 
HAS pour coloration Hématéine Safran 
HPLC pour chromatographie en phase liquide à haute performance 
I-CXL pour CXL assisté par iontophorèse 
IOL pour intra ocular lens 
IR pour infra rouge 
KC pour Kératocône  
KCS pour KC Suspect  
K pour Module de Bluk 
KLAP pour kératoplastie lamellaire antérieure profonde 
LSH pour lentille souple hydrophile 
LRPG pour lentille rigide perméable au gaz 
LR pour lentille rigide 
LAF pour lampe à fente 
LASIK pour LASer In situ Keratomileusis 
MET pour microscopie électronique à transmission 
MEB pour microscopie électronique à balayage 
MRE pour élastographie par résonance magnétique 
MI pour Mechanical Index 
OCT pour Optical Coherent Tomography 
ORA pour Ocular Response Analyzer 
PIO pour pression intra oculaire 
PKR pour photokeractéctomie réfractive (soir PRK pour photorefractive keratectomy) 
PKT-te pour photokeractéctomie thérapeutique trans-épithéliale 
SAM pour Scanning Acoustic Microscopy 
SW pour Shear Wave 
SSI pour Supersonic Shear wave Imaging 
SHG pour Second Harmonic Génération 
SAM pour Scanning Acoustic Microscopy 
T-CXL pour CXL trans épithélial 
UV pour Ultra violet 


