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RESUME 
  

La greffe de Membrane Amniotique Humaine (MAH) permet la cicatrisation des 

ulcères pré-perforants de la cornée et de sauver un nombre significatif d'yeux victimes de 

brûlures chimiques. La MAH est un matériel biologique, son utilisation pour le traitement 

des maladies de la surface oculaire donne de bons résultats en raison de sa capacité à 

réduire l'inflammation et promouvoir une épithélialisation rapide. Pour son utilisation en 

clinique, la MAH doit bien évidemment être stérile, mais aussi facile à transporter du centre 

préleveur au centre greffeur, et stockable longtemps et facilement. Actuellement en routine 

à la banque de tissus de Rouen, la membrane amniotique est séparée de l’amnios puis 
dénudée de leur couche spongieuse. Par la suite cette membrane est conservée par 

cryopréservation (congélation à –80°C) ce qui complique potentiellement l’acheminement 
des membranes. Par conséquent, dans le cadre de cette étude avec la Banque Normande de 

Cornées du CHU de Rouen nous avons  développé la lyophilisation des MAH pour faciliter 

son utilisation et sa distribution. L’étude du mapping de la MAH permettra également de 

déterminer si le taux de facteurs de croissance est homogène dans la MAH ou s’il dépend sa 

distance par rapport au cordon ombilical.  

L’étude de la biocompatibilité in vivo d’un deuxième matériau composé de collagène 
nous permet également d’envisager une alternative pour une implantation du stroma. 

Nos analyses protéiques (ELISA et Label-free) des MAH la lyophilisées ne montrent 

pas de différence significative en terme de quantité et de qualité protéique. L’approche 
protéomique est complétée par l’analyse de la capacité des cellules épithéliales de cornée 

humaines (CEC) à se multiplier sur la membrane amniotique lyophilisée in vitro. Nous 

n’avons pas observé de différence entre la croissance des cellules épithéliales sur la MAH 

lyophilisée ou congelée. L’analyse du total de protéines extraites montre également que la 

lyophilisation ne dégrade pas les MAH au niveau protéique. 

Au niveau structurel les résultats de la microscopie électronique ont montré que la 

structure du stroma de la MAH est impactée par la lyophilisation. 

La greffe des MAH a été réalisée sur les ulcères cornéens chez le lapin. Au cours de 

l’expérimentation les lapins n’ont pas montré de signe d’inflammation, les analyses 
histologiques ont mis en évidence l’épithélialisation de la surface oculaire. 

Ce projet est en collaboration avec l‘association ophtalmo sans frontière pour qu’à 

terme le développement de l’utilisation clinique des MAHL répondant notamment à des 

besoins humanitaires (Cameroun). 

 Notre étude de la cartographie de la MAH a également montré qu’une variabilité en 
termes de quantité de protéine existe entre les différents donneurs. Dans cette étude nous 

avons également montré que la couche spongieuse est une source de facteurs de croissance 

importante dans le processus de cicatrisation des ulcères cornéens.   

 
Mots-clés : Renouvellement de l’épithélium cornéen, ulcère, membrane amniotique, 

protéomique, matrice de collagène. 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

ABSTRACT 
 

The Human Amniotic Membrane (HAM) graft allows the healing of corneal ulcers and 

rescues a significant number of eyes with chemical burn. HAM is a biological material, its use 

for the treatment of ocular surface diseases gives good results because of its ability to 

reduce inflammation and promote rapid epithelialization. For its clinical use, the HAM must 

of course be sterile, but also easy to transport from the sampling center to the transplant 

center, and easily storable and for a long time. Currently on routine in the tissue bank of 

Rouen, the amniotic membrane is separated from the amnion and denuded of its spongy 

layer. Subsequently this membrane is stored by cryopreservation (freezing at -80 ° C) which 

potentially complicates the delivery of membranes. Consequently, as part of this study with 

the Banque Normande de Cornées of Rouen University Hospital, we have developed freeze-

drying of HAM to facilitate its use and distribution. The HAM mapping study will also 

determine whether the level of growth factors is homogeneous in the HAM or whether it 

depends on its distance from the umbilical cord.  

The study of the in vivo biocompatibility of a second material composed of collagen 

also allows us to consider an alternative for implantation at the level of the stroma.  

Our protein analyzes (ELISA and Label-free) of freeze-dried HAM do not show any 

significant difference in terms of quantity and protein quality. The proteomic approach is 

complemented by the analysis of the ability of human corneal epithelial cells (CECs) to 

multiply on the freeze-dried amniotic membrane in vitro. We did not observe any difference 

between the epithelial cells growths on freeze-dried or frozen HAM. The analysis of the 

extracted protein total also shows that freeze-drying does not degrade the HAM at the 

protein level. 

At the structural level the electron microscopy results showed that the structure of 

the MAH stroma is impacted by freeze-drying. 

The MAH transplant performed on corneal ulcers in rabbits was performed. During 

the experiment the rabbits did not show any sign of inflammation, the histological analyzes 

highlighted the epithelialization of the ocular surface. 

This project is in collaboration with OSF association for the development of the 

clinical use of MAHL responding in particular to humanitarian needs (Cameroon). 

Our study of HAM mapping also showed that variability in terms of amount of protein 

exists between different donors. We have also shown that the spongy layer is an important 

source of important growth factor in the healing process of corneal ulcers. 

 

Keywords: Corneal epithelium renewal, ulcer, amniotic membrane, proteomics, 

collagen matrix. 

 
 
 
 
 



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 

ABREVIATIONS
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SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate–

Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

SLC: Small Latent Complex 

TAC: Transient Amplifying Cell  

SLR: Small Leucine-Riche Proteoglycan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SVF: Sérum de Veau Fœtal  
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1. Le Globe oculaire 
 

Le globe oculaire, communément appelé l’œil, correspond à l’organe de la vue. Il est 

placé à l’intérieur de l’orbite et est enrobé, avec les muscles de l’œil et les nerfs optiques, 

par le corps adipeux de l’orbite. Sur sa partie externe, il est recouvert par les paupières 

supérieure et inférieure. Le diamètre d’un œil sain est d’environ 2,5 cm avec un poids de 7 à 

8 grammes. La lumière captée de l’environnement externe par l’œil est transmise au cerveau 

grâce au nerf optique afin que celui-ci puisse les interpréter (Remington and Goodwin, 

2011), (Figure 1). 

 
Figure 1 Schéma général du globe oculaire.  

La cornée humaine est divisée en trois tuniques.  Cornéo-sclérale, composée de la sclère et de la cornée. Uvée, composée 

de la choroïde, du corps ciliaire, de l’iris centré par la pupille et la rétine.  Figure originale. 

Le globe oculaire peut être divisé en 3 tuniques : 

1- La tunique la plus externe, corneo-sclérale, est constituée à 85% de la sclère et à 

15% de la cornée. 

a.  La sclère est une capsule conjonctive épaisse, blanche, opaque et avasculaire 

dans laquelle sont insérés les 6 muscles oculomoteurs permettant le 

mouvement de l’œil dans l’orbite. Elle est principalement constituée de 

fibres de collagène et en plus faible quantité de fibres élastiques. Ses fibres 

de collagène, majoritairement des types I et II et minoritairement des types V 

et VI sont très ressemblantes à celles de la peau. Contrairement à la cornée, 
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ces fibres sont plus larges et entremêlées, ce qui confère à la sclère une 

opacité. L’espace entre les fibres est constitué des protéoglycanes riches en 

leucine, de décorines et de biglycanes. La sclère étant avasculaire, l’oxygène 

et les nutriments arrivent par la choroïde, la capsule de Tenon et l’épisclère. 

La sclère n’a pas de rôle optique, elle permet le maintien de la forme et de la 

pression du globe oculaire et joue également un rôle mécanique via les 

muscles oculomoteurs qui permettent le mouvement de l’œil (Meek, 2008; 

Meek and Fullwood, 2001). 

b. La cornée est située sur la face antérieure du globe oculaire. Elle permet par 

sa forme et sa transparence de capter la lumière. Elle est également en 

grande partie responsable de la réfraction des rayons de lumière. La cornée 

sera plus détaillée ultérieurement (DelMonte and Kim, 2011a). 

2- La tunique médiane du globe oculaire est l’uvée. Elle est composée de la choroïde, 

du corps ciliaire, de l’iris et de la pupille. 

a. La choroïde tapisse l’intérieur du globe oculaire. Elle est hyper vascularisée, 

et est considérée comme la couche nourricière du globe oculaire. Elle 

permet l’apport en oxygène et en nutriments de la sclère et des 

photorécepteurs de la rétine. Elle s’étend des marges du nerf optique au 

corps ciliaire placé vers l’avant de l’œil (Nickla and Wallman, 2010).  

b. Le corps ciliaire est le lieu d’insertion des fins ligaments, Zonules, auxquels le 

cristallin (lens) est attaché. Ces filaments permettent le contrôle de la 

courbure du cristallin grâce à la contraction des muscles ciliaires. Les cellules 

épithéliales recouvrant le corps ciliaire produisent l’humeur aqueuse qui 

permet de fournir l’apport nutritif et l’oxygène nécessaire au cristallin et à la 

cornée avasculaire.  (Delamere, 2005).  

c. Le cristallin est situé derrière l’iris. Il est transparent, avasculaire et est 

responsable de 30% de la réfraction des rayons lumineux. 

d. L’iris se situe entre la cornée et le cristallin et est immergé dans l’humeur 

aqueuse. Il est constitué de deux couches cellulaires, l’épithélium hautement 

pigmenté et le stroma vascularisé contenant les mélanocytes, les granules 

de mélanine et les chromatophores. Il est responsable de la contraction de la 
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pupille et permet donc le contrôle de l’intensité des rayons lumineux qui 

peuvent atteindre la rétine. 

e. La pupille est une ouverture circulaire dans le centre de l’iris. Elle laisse 

passer les rayons lumineux. 

3- La tunique la plus interne du globe oculaire est la rétine. La rétine est composée de 

deux feuillets, un feuillet externe pigmentaire et un feuillet interne nerveux, et de 5 

types cellulaires. Le feuillet pigmentaire est l’épithélium contenant la mélanine. Il 

réduit la rétrodiffusion de la lumière pénétrant à l’intérieur de l’œil. Par la suite, 

débute le feuillet nerveux. La lumière transmise par la cornée est captée au niveau 

des photorécepteurs spécialisés de la rétine, les bâtonnets et les cônes. Les 

bâtonnets sont responsables de la vision crépusculaire, en noir et blanc, et les cônes 

sont responsables de la vision pendant le jour. Ils sont apposés sur l’épithélium 

pigmentaire et s’étendent jusqu’à la couche plexiforme externe. A ce niveau on 

retrouve également les cellules horizontales, responsables des connexions 

horizontales entre les cellules présentes dans cette couche via leurs axones. Les 

signaux lumineux captés par les photorécepteurs sont traduits en signaux 

électrochimiques et transmis aux cellules bipolaires. Ces dernières captent le signal 

au niveau de la couche plexiforme externe et les transmettent aux cellules 

ganglionnaires de la couche du même nom. Ces cellules ganglionnaires se 

connectent pour donner naissance au nerf optique. Les cellules ganglionnaires sont 

également connectées entre elles au niveau de la couche plexiforme interne via les 

dendrites des cellules amacrines. Enfin, le nerf optique est dirigé vers l’encéphale 

pour le traitement des informations reçues (Purves et al., 2001). La macula ou tache 

jaune est la zone de la rétine la plus riche en photorécepteurs (Figure 2).  
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Figure 2 Schéma des différentes couches de la rétine. 

La rétine est la tunique la plus interne du globe oculaire. Elle est composée de deux feuillets : un feuillet externe 

pigmentaire et un feuillet interne nerveux. Il existe également 5 types cellulaires au niveau de la rétine. Figure originale. 

Le globe oculaire par sa fonction peut également être divisé en deux parties, les 

chambres antérieure et postérieure. La chambre antérieure est formée du corps ciliaire, de 

l’iris, du cristallin et de l’humeur aqueuse. Ces éléments permettent la focalisation de la 

lumière au niveau de la rétine, qui avec la choroïde et le corps vitré forment la chambre 

postérieure. 

2. La Cornée  
 

La cornée contrairement à la sclère est transparente. Son emplacement à la surface de 

l’œil l’expose au contact direct avec l’environnement extérieur et de ce fait elle constitue la 

première barrière anti-infectieuse de la surface oculaire (DelMonte and Kim, 2011b).  

Son épaisseur est d’environ 500 µm au centre et 700 µm au niveau du limbe (périphérie 

de la cornée). La cornée est responsable de 75 % de la réfraction de la lumière. La plus 

grande majorité de l’épaisseur de la cornée, environ 90%, est constituée de son stroma. Sa 

forme incurvée, l’augmentation de son épaisseur vers les périphéries ainsi que sa capacité à 

être transparente permettent la focalisation des rayons lumineux vers la rétine avec une 

dispersion minimale (Meek and Knupp, 2015).  

La cornée est un tissu extrêmement innervé, ses terminaisons nerveuses jouent un rôle 

important dans le maintien et la protection de l’intégrité et de la sensation cornéenne. Elle 



  

25 
 

possède 80 faisceaux nerveux contenant 900 à 15 000 axones. Ces faisceaux sont retrouvés 

au niveau de la membrane de Bowman et de la membrane basale de l’épithélium. Ces 

terminaisons nerveuses atteignent les couches les plus superficielles de l’épithélium. 

L’altération de ces terminaisons nerveuses entraine la perte de la sensation cornéenne et 

peut engendrer de graves pathologies (Yang et al., 2018).    

Au niveau structurel, la cornée est constituée de plusieurs couches. La couche la plus 

interne est l’endothélium qui est en contact directe avec la chambre antérieure (contenant 

l’humeur aqueuse), la membrane de Dua, la membrane de Descemet, le stroma, la 

membrane de Bowman et de l’épithélium qui est la couche cellulaire en contact avec 

l’environnement externe, recouvert d’un film lacrymal (Figure 3). 

 
Figure 3 Schéma des différentes couches de la cornée humaine.  

L’épithélium posé sur sa membrane basale, la membrane de Bowman, le stroma comprenant les fibroblastes, la membrane 

de Dua, la membrane de Descemet et l’endothélium. Figure originale. 
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2.1. Le Film lacrymal  
 

Le film lacrymal est la première barrière de protection de la cornée contre la 

dessiccation, les lésions et les agents pathogènes. Il recouvre l’épithélium cornéen ainsi que 

l’épithélium de la conjonctive. Cette fine couche d’environ 4 µm est secrétée par les glandes 

lacrymales. Sa composition est très variable selon les personnes et est également différente 

selon les moments de la journée, mais de façon générale elle est composée d’une couche 

lipidique sur sa partie externe, d’une couche d’eau puis d’une couche de mucine en contact 

avec l’épithélium. 

La couche lipidique, sécrétée en grande partie par les glandes de Meibomius, joue deux 

rôles principaux : éviter l’évaporation de la phase aqueuse et également empêcher la 

fixation des agents pathogènes en constituant une barrière à la surface cornéo-conjonctivale 

(Knop et al., 2011; Hodges and Dartt, 2013). 

La couche d’eau secrétée par les glandes lacrymales principales et accessoires est 

composée dans sa majorité d’eau, de protéine, d’hydrocarbone et de sel.   

La couche de mucine (phase mucoïde) est secrétée par les cellules épithéliales 

caliciformes de la conjonctive, de la cornée et des glandes lacrymales (Gipson, 2004). Cette 

mucine sécrétée est diffuse dans la couche aqueuse. Elle est présente sous deux formes, une 

première forme attachée à la membrane des cellules épithéliales de surface présentes dans 

la couche la plus interne du film lacrymal et une seconde forme soluble plus diffuse et 

présente avec un gradient plus faible dans les couches externes. Ces deux formes de mucine 

sont essentielles pour le maintien de l’humidité de la surface oculaire en permettant 

l’homéostasie, l’osmolarité, la stabilité et le dynamisme du film lacrymal (Baudouin et al., 

2018).  

2.2. L’Épithélium  
 

L’épithélium cornéen est la première couche cellulaire de la cornée et a une épaisseur 

d’environ 50 µm. Il est composé de 5 à 7 couches cellulaires pavimenteuses stratifiées et non 

kératinisées, ce qui constitue 10% de l’épaisseur totale de la cornée. Son renouvellement 

total est fait tous les 7 à 10 jours (DelMonte and Kim, 2011a; Schlötzer-Schrehardt et al., 

2015). 



  

27 
 

Il est constitué de trois types de cellules épithéliales :  

1- La couche la plus interne est composée d’une monocouche de cellules épithéliales. 

Ces cellules basales sous forme cylindrique sont comme leur nom l’indique ancrées 

grâce aux hémidesmosomes dans la membrane basale et sont liées entre elles et aux 

cellules de la couche supérieure (couche intermédiaire) grâce aux desmosomes 

(Forrester et al., 2016). Suite à de multiples cycles de division cellulaire, leur contact 

avec la membrane basale devient plus faible, puis elles se dirigent vers la surface et 

se différencient en cellules épithéliales de cornée. 

2- Les cellules intermédiaires, wing cell, constituent environ trois couches cellulaires. 

Ce sont des cellules polygonales en transition entre les cellules basales et les cellules 

superficielles. Ces cellules montrent des jonctions serrées entre elles (Eghrari et al., 

2015). 

3- La couche la plus superficielle de l’épithélium cornéen est composée de 2 à 3 

couches de cellules épithéliales plates et complètement différenciées. Ces cellules 

superficielles sont en contact direct avec le film lacrymal. La membrane 

cytoplasmique apicale de ces cellules est hérissée de microvillosités et de microplis 

soutenus par des filaments d’actine. Le rôle des microvillosités et des microplis n’est 

pas totalement identifié. Ils entraîneraient une augmentation de la surface 

membranaire favorisant ainsi les échanges avec le film lacrymal. De plus, ils 

pourraient servir de points d’ancrage au film lacrymal car ces cellules expriment  du 

glycocalyx qui permet la fixation des mucines du film lacrymal. Ces cellules sont 

également liées par des jonctions serrées afin d’éviter que les toxines, les larmes et 

les bactéries puissent atteindre l’intérieur de l’œil (Chen et al., 2018).  Ces cellules 

épithéliales différenciées expriment les cytokératines 3 et 12. 

Les Cytokératines (CK) sont des protéines de la famille des filaments intermédiaires du 

cytosquelette. Elles s’accrochent sur les plaques des desmosomes et hémidesmosomes et 

sont importantes dans l’adhésion et l’intégrité cellulaires (Steinert and Roop, 1988). Elles 

sont exprimées dans le cytoplasme des cellules épithéliales kératinisées et non kératinisées. 

Ces filaments sont constitués de kératine acidique et basique, type I et type II 

respectivement (Eichner, 1986). L’expression des différentes cytokératines est spécifique à 

chaque type de cellule épithéliale mais deux cytokératines sont au minimum exprimées (un 
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de type I et un de type II) dans ces cellules (Van Muijen et al., 1987). Les cellules épithéliales 

de la cornée sont reconnues notamment par l'expression des cytokératines 3 (64 kDa) et 12 

(55kDa) (Kinoshita et al., 1983; Kurpakus et al., 1992; Li et al., 2007). 

Les cellules épithéliales cornéennes sont issues de la prolifération puis de la 

différenciation des cellules souches (multipotentes) limbiques. 

2.2.1. Le Limbe  
 

Cette niche de régulation des cellules épithéliales de la cornée se trouve au niveau des 

Palissades de Vogt, en périphérie de la structure cornéenne et avant la sclère en formant un 

anneau (Goldberg and Bron, 1982; Bizheva et al., 2017). Elle constitue la limitation entre les 

cellules épithéliales de la conjonctive et de la cornée et fait 1,5 mm de large. Au niveau basal 

du limbe sont retrouvées les cellules souches limbiques (Limbal Stem Cells-LSC), ces cellules 

permettent le renouvellement de l’épithélium cornéen mais également d’autres types 

cellulaires tels que les mélanocytes et les cellules de Langerhans (Baum, 1970; Davanger and 

Evensen, 1971; Higa et al., 2005). Les cellules souches limbiques ont une taille plus petite, un 

nombre de mitochondries plus élevé et n’expriment pas les marqueurs de différenciation 

des cellules épithéliales de la cornée CK 3/12 (Romano et al., 2003; Kurpakus et al., 1994; 

Schermer et al., 1986). Comme la plupart des cellules souches, elles sont reconnues par 

l’expression des facteurs de transcription tels que le p63 ou le transporteur ABCG2 (Chen et 

al., 2004; Pellegrini et al., 2001). L’importance de cette niche est telle qu’une déficience en 

cellules limbiques entraîne la conjonctivalisation de la cornée, ce qui engendre une 

vascularisation, une inflammation chronique et la perte de vue (Dua et al., 2000). 

Il est pensé que les cellules souches limbiques, sous l’effet de l’environnement, 

entreprennent une division asymétrique donnant naissance d’une part à une cellule souche 

limbique et d’autre part à une cellule de transition jeune, eTAC (Early Transient Amplifying 

Cell). Ces cellules eTACs migrent vers la couche basale de l’épithélium cornéen en se 

différenciant en cellules de transition (TAC). Ces cellules basales ont en premier un 

mouvement centripète avec une vitesse de 1.7 à 32 µm par jour (Auran et al., 1995). Par la 

suite elles entreprennent un mouvement vers la surface supra basal et puis superficielle de 

l’épithélium (Sartaj et al., 2017). Ces cellules se différencient complètement en cellules 

épithéliales de la cornée en exprimant les CK 3 et CK 12. Plus une cellule épithéliale est 

rapprochée du centre de la cornée, plus elle sera différenciée (Allouch-Nahmias et al., 2011). 
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Ces cellules arrivent à sénescence et meurent finalement par apoptose (Mohan et al., 1997; 

Yamamoto et al., 2001). Par ce mécanisme le renouvellement des cellules épithéliales de la 

cornée est réalisé (Figure 4). 
 

 
Figure 4 Différentiation des cellules souches limbiques en cellules épithéliales.  

La division asymétrique des cellules souches limbiques donne naissance à une cellule souche et à une cellule eTAC. Ces 

cellules ampliatrices de transition migrent vers le centre de la cornée et ont également un mouvement vers les couches les 

plus externes de l’épithélium afin de donner naissance aux cellules épithéliales différentiées (Daniels, 2009). 

2.2.2. La Membrane basale  
 

L’épithélium cornéen est placé sur une membrane basale composée de collagènes de 

types III, IV et V ainsi que de laminine, de fibronectine, d’héparines sulfates protéoglycanes 

(HSPG) et de nidogènes (Merke, 1994; Timpl and Brown, 1996; Tuori et al., 1996). Cette 

membrane joue également le rôle d’une barrière empêchant la pénétration d’une trop 

grande quantité de TGF-β (Transforming growth factor bêta) et de TDGF (Tetratcarcinom a-

derived growth factor) au niveau du stroma. Ces facteurs de croissance sont produits par les 

cellules épithéliales et permettent de stimuler le développement des myofibroblastes et de 

maintenir la viabilité une fois que ces myofibroblastes matures sont générés dans le stroma 

(Singh et al., 2011).  

2.3. La Membrane de Bowman  
 

La membrane de Bowman est une couche fine de 8 à 15 microns située entre la 

membrane basale de la couche épithéliale et le stroma. Au niveau structurel, elle est très 

ressemblante au stroma mais est acellulaire. L’hypothèse est que cette absence de cellule(s) 
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est probablement due aux effets de régulation d’un équilibre par la production des cellules 

épithéliales de cytokines telles que l’IL-1 et le PDGF (platelet-derived growth factor). Il a été 

montré que l’IL-1 a un effet répulsif in vivo et in vitro, et le PDGF quant à elle a un effet 

attractif sur les keratocytes (Johnston et al., 1979; Singh et al., 2011). La membrane de 

Bowman est retrouvée au stade adulte chez les primates et les oiseaux (Pouliquen et al., 

1966; Bettman, 1970; Tisdale et al., 1988). Elle est constituée de fibres de collagènes, 

essentiellement des collagènes de types I, III, V et du collagène de type VII en plus faible 

quantité. Ces filaments de collagène ont un diamètre plus petit que ceux du stroma et sont 

répartis de façon aléatoire dans une couche de mucoprotéines (Marshall et al., 1991a, 

1991b). La membrane de Bowman s’affine avec l’âge et en cas de déchirure elle ne peut se 

régénérer (DelMonte and Kim, 2011a). Le rôle principal de cette membrane est l’aide au 

maintien de la forme de la cornée. Néanmoins, l’importance de sa présence dans la cornée 

nécessite plus d’étude. 

2.4. Le Stroma  
 

Le stroma constitue 80% de l’épaisseur de la cornée. Il est composé de trois éléments : le 

collagène, les protéoglycanes et des cellules (Schlötzer-Schrehardt et al., 2015). Il est 

principalement composé de collagène, mais l’organisation de ses fibrilles diffère des autres 

structures de collagène du corps humain de façon à permettre à la cornée de garder sa 

transparence (Maurice, 1970). En effet, les fibrilles de collagène du stroma sont disposées de 

façon hélicoïdale avec un diamètre uniforme (30.8+/-0.8 nm) et sont positionnées avec une 

épaisseur intra fibrillaire régulière (d’environ 31 nm) (Meek and Leonard, 1993; Michelacci, 

2003; Meek, 2009).  

Les fibres de collagène du stroma sont en majorité du collagène de type I liées de façon 

hétéromère avec le collagène de type V. Ces complexes sont entourés par les protéoglycans. 

Le stroma cornéen contient le plus grand ratio de collagènes de type V/type I du corps 

humain. Ces structures sont distribuées de façon homogène avec un petit diamètre 

d’environ 25 nm dans le stroma (DelMonte and Kim, 2011a; Chen et al., 2015). Ces fibrilles 

de collagène sont organisées en faisceaux ou fibres régulièrement emmêlé. Elles fusionnent 

entre elles et forment des couches empilées, appelées lamelles. Cette structure lamellaire 

régulière du stroma permet une diffusion minimale de la lumière et une transparence 

maximale de la cornée (Benedek, 1971; Farrell et al., 1973; Maurice, 1957).  
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Les kératocytes sont des cellules fibroblastiques colonisant le stroma. Elles sont 

reconnues par l’expression du Cluster de différentiation 38 (CD38). Elles sont en faible 

nombre et ont une morphologie compacte et longue. Ces caractéristiques leur permettent 

d’être exposées à minima à la lumière, ce qui diminue la diffusion de la lumière par la cornée 

(Watsky, 1995). 

Ces cellules synthétisent les molécules de la matrice extracellulaire (MEC) telles que le 

collagène, les glycosamines ainsi que les métalloprotéases (MMPs)  afin de  garder 

l’homéostasie. Cette matrice extracellulaire leur sert de site d’ancrage dans le stroma. Dans 

un état physiologique normal, c’est-à-dire en l’absence d’ulcère, les fibroblastes ont peu ou 

pas de connexion qu’elle soit intercellulaires ou avec la MEC et ont une production faible de 

matrice extracellulaire (Tomasek et al., 2002). En cas d’ulcère ces cellules deviennent des 

protomyofibroblast, elles acquièrent des fibres de stress contractiles composées d’actines 

cytoplasmiques et deviennent des myofibroblastes. Ces myofibroblastes augmentent leur 

sécrétion de MEC et contribuent à la réparation du tissu (Hinz et al., 2007).  

2.5. La Couche de Dua  
 

La couche de Dua, ou couche pré-Descemet, est placée entre le stroma postérieur et la 

membrane de Descemet. Cette fine couche a une épaisseur de 10 à 20 µm et est acellulaire. 

Elle est composée de 5 à 8 couches lamellaires de collagènes de type I et de type VI (Dua et 

al., 2013). 

2.6. La Membrane de Descemet  
 

La membrane de Descemet est une couche fine et acellulaire de 3 microns. Elle est 

secrétée de façon continue par les cellules endothéliales à partir de 8 semaines. Au stade 

adulte cette membrane est distincte, contrairement à la membrane sécrétée après la 

naissance qui elle a une structure plus amorphe et moins distincte. Avec l’âge l’épaisseur de 

cette membrane peut atteindre les 10 microns (DelMonte and Kim, 2011a).  

2.7. L’Endothélium  
 

L’endothélium est constitué d’une seule couche de cellules polygonales reposant sur 

la membrane de Descemet. Ces cellules ont un rôle important dans le transport actif 

vésiculaire intracytoplasmique. Elles possèdent des organites caractéristiques des cellules 
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impliquées dans le transport et synthétisent de nombreuses protéines. Elles ont également 

un rôle important dans le maintien de la transparence de la cornée par la régulation des 

mouvements d’eau dans la cornée et par le maintien d’un bon fonctionnement d’une 

déturgescence cornéenne (DelMonte and Kim, 2011a; Laing et al., 1975). Grâce à leurs 

nombreux canaux Na+-K+-ATPase, les cellules endothéliales maintiennent l’hydratation des 

couches supérieures. A la naissance la densité des cellules endothéliales est de 6000 

cellules/mm2, ce nombre diminue d’environ 0,6% par an. Le nombre minimum de cellules 

nécessaire à une hydratation efficace des couches supérieures de la cornée est de 500 - 800 

cellules/mm2 (Bourne, 2003). 

3. L’Ulcère de la cornée 
 

Les ulcères cornéens peuvent être causés par différents éléments comme une 

infection, une brûlure, une sécheresse sévère de la surface oculaire ou une autre pathologie 

oculaire (dystrophie cornéen, Distichiasis ...). 

Chez le patient les symptômes peuvent se traduire par une douleur oculaire, une 

rougeur de l’œil, un sentiment de gêne au niveau de l’œil, une sensibilité à la lumière, un 

gonflement de la paupière ou une tache blanche sur la cornée. 

Ces ulcères peuvent être traités par l’utilisation de collyre antibiotique, antiviral ou 

antifongique. Afin de faciliter la cicatrisation, ces médicaments peuvent être complétés par 

l’utilisation de collyre stéroïde ou anti-inflammatoire (Turbert, 2018). Si le traumatisme 

causé est tel que la régénération de l’épithélium cornéen ne peut se faire correctement et 

afin d’éviter une greffe de cornée, une greffe de la membrane amniotique (GMA) est 

réalisée. 

3.1. La Cicatrisation de la cornée  
  

Un ulcère peut s’étendre aux différentes couches de la cornée. Il se traduit, en fonction 

de sa sévérité, en une perturbation de l’épithélium cornéen, incluant le stroma et également 

l’endothélium dans certain cas, suivi d’une inflammation. En fonction de sa sévérité le 

processus de cicatrisation se traduit par une ré-épithélialisation cornéenne qui se fait par la 

migration et la prolifération des cellules épithéliales de la cornée, un réarrangement de la 

matrice extracellulaire du stroma et un replacement des cellules endothéliales existantes.  
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3.1.1. La Cicatrisation de l’épithélium  

 
En cas de blessure cornéenne, la première zone touchée est l’épithélium. Il est 

important que cette zone épithéliale soit rapidement réparée de façon à empêcher les 

agents pathogènes d’atteindre les couches plus profondes de la cornée et également 

empêcher la conjonctivation de la cornée. Les lésions superficielles de la couche épithéliale 

sont normalement réparées en 24 heures. Les cellules mortes perdent leur attachement à la 

membrane basale, ce qui permet une migration cellulaire plus rapide vers ces zones. Le 

déclenchement de la ré-épithélialisation se fait au niveau du limbe. Comme expliqué 

précédemment, les cellules souches limbiques représentent un réservoir pour le 

remplacement des cellules épithéliales de la cornée en sénescence. Dans un état 

physiologique normal ces cellules souches se trouvant au niveau du limbe ont un cycle 

cellulaire très lent. Lors de leur division elles donnent naissance à deux cellules : une cellule 

souche et une cellule eTA (Erly Transite Amplifying cell). Ces cellules eTA migrent du limbe 

vers la cornée en se différenciant en cellule TA. Les cellules TA ont un cycle cellulaire normal 

et sont localisées au niveau de la périphérie et au centre de la cornée. Les jeunes cellules TA 

qui peuvent se multiplier au minimum 2 fois et sont situées au niveau de la périphérie de la 

cornée tandis que les cellules plus matures se trouvant au niveau du centre de la cornée ont 

une capacité de prolifération plus faible et ne se divisent qu’une seule fois avant de devenir 

des cellules matures différenciées (post-mitotiques). Dans un état physiologique normal afin 

de renouveler l’épithélium, toutes les cellules TA n’utilisent pas la totalité de leur capacité de 

division pour devenir des cellules matures différenciées. 

Une fois stimulée la ré-épithélialisation des tissus cornéens peut se faire avec 3 

stratégies. Le recrutement de plus de cellules souches avec des cycles cellulaires plus rapide, 

plus de division et de production des cellules TA. Il peut également induire les jeunes cellules 

TA de la périphérie cornéenne à utiliser leur potentiel complet de division afin de donner des 

cellules matures. Il peut également augmenter l’efficacité de division des cellules TA par le 

raccourcissement de leur cycle cellulaire.  

Finalement ces trois stratégies ont pour but de produire plus de cellules différenciées 

post-mitotiques, afin de restaurer les couches cellulaires les plus superficielles de 

l’épithélium (Lehrer et al., 1998). 
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Au niveau de la matrice extracellulaire, une matrice temporaire (une première 

membrane basale) se crée afin de faciliter la migration des cellules épithéliales. Durant la 

phase terminale de cicatrisation de l’épithélium, les cellules génèrent de nouveaux 

hémidesmosomes afin de s’ancrer dans la couche plus basale. Au cours du processus de 

cicatrisation la création d’une première membrane basale de l’épithélium cornéen permet 

de limiter la fibrose du stroma. Comme expliqué précédemment, ce mécanisme se fait par la 

régulation de la disponibilité du TGF-1 et du PDGF, d’autres facteurs de croissance et des 

composants de la matrice extra cellulaire au niveau du stroma et donc permet la régulation 

de l’activité des myofibroblastes. Dans le sens inverse, il peut également réguler le taux de 

KGF (keratinocyte growth factor) qui est produit par les myofibroblastes et ainsi agir sur la 

prolifération, la migration et la différentiation des cellules épithéliales cornéennes (Wilson et 

al., 1994). 

La régénération épithéliale est également influencée par les nerfs qui jouent le rôle de 

contrôle du renouvellement des cellules épithéliales. Pour cela les nerfs cornéens 

fournissent des facteurs comme la substance P, la CGRP (calcitonin gene-related peptide) et 

le NGF (nerve growth factors) (Lambiase et al., 2000; Mikulec and Tanelian, 1996; Nakamura 

et al.; Reid et al., 1993). 

3.1.2.  La Cicatrisation du stroma  

 
A la suite d’une blessure touchant la membrane de Bowman et le stroma, les cellules 

épithéliales sécrètent des cytokines telles que l’IL-1  et , le TNF  et Fas-ligand induisant 

l’apoptose des kératocytes et laissant un site vide de cellules (Mohan et al., 1997, 2000; 

Ambrósio et al., 2009; Wilson et al., 2001). Environ 6 h après la blessure les kératocytes 

adjacents du site acellulaire s’activent en fibroblaste et migrent vers le site de la blessure, 

sous l’effet des cytokines telles que le TGF- et l’EGF, également sécrétées par les cellules 

épithéliales (Andresen et al., 1997; Fini, 1999). La migration de ces cellules se fait de façon 

parallèle aux filaments de collagène et assez rapidement (24h). Le but de cette migration est 

la reconstitution rapide de la structure du stroma. En effet, le plus important dans le cas où 

une blessure touche le stroma est la réorganisation des fibres de collagène afin de maintenir 

la transparence de la cornée. La matrice extracellulaire synthétisée en premier lieu est une 

matrice dite provisoire avec des diamètres et des espaces inter fibrillaire différents de la 
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matrice dite normale (Hassell, 2010). Une fois cette matrice extracellulaire ré-synthétisée le 

nombre de fibroblastes diminue. Même si la reconstitution de la matrice provisoire reste 

rapide la régénération complète du stroma grâce au remplacement de la matrice provisoire 

et désorganisée (matrice cicatricielle) par une matrice réorganisée dans le but d’obtenir une 

transparence égale à avant la blessure peut prendre quelques années (Cintron et al., 1990).  

Il est pensé que les cytokines, TGF- et PDGF, responsables de l’activation et de la migration 

des fibroblastes sont également responsables de la transdifférenciation des fibroblastes en 

myofibroblastes (Andresen et al., 1997; Jester et al., 1999; Singh et al., 2011). Les 

fibroblastes migrent grâce à la contraction des filaments d’actine du cytosquelette, les 

myofibroblastes quant à eux expriment l’-SMA (alpha-Smooth Muscle Actin), un élément 

contractile du cytosquelette qui génère une force contractile plus forte et une migration plus 

rapide (Hinz et al., 2001). Des études indiquent que les myofibroblastes ne sont pas 

uniquement générés par la prolifération et la transformation de fibroblastes locaux, mais 

proviennent en grande partie de cellules de la moelle osseuse recrutées dans la cornée, 

comme observé dans une certaine mesure dans la peau (Barbosa et al., 2010; Singh et al., 

2012; Torricelli and Wilson, 2014). Une récente étude a également démontré que la 

présence de myofibroblastes et non de fibroblastes, inhibe la régénération neuronal au 

niveau du stroma (Jeon et al., 2018). 

La cornée n’étant pas vascularisée, l’activation des plaquettes ne fait pas partie des 

étapes de cicatrisation. Cependant les facteurs de croissances tels que le PDGF sont produit 

par les cellules épithéliales (Fini and Stramer, 2005). De façon à garder la transparence de la 

cornée le processus de cicatrisation n’inclut pas la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins même si dans les cas chroniques une réponse angiogéniques est observée. 

3.1.3. La Cicatrisation de l’endothélium  

 
Dans les cas où la blessure touche les cellules endothéliales, il existe 2 réponses. Si cette 

blessure est légère les cellules restantes migrent afin d’agrandir le champ de recouvrement 

et ainsi rétablir une bonne réhydratation de la cornée. Si cette blessure est plus importante 

et qu’un grand nombre de cellules endothéliales sont atteintes, ces cellules ne seront pas 

remplacées. Dans ce cas la réhydratation des couches supérieures de la cornée ne se fera 

plus et la cornée deviendra opaque. La solution pour restaurer une bonne réhydratation de 
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la cornée est une intervention chirurgicale, la keratoplastie (greffe de la cornée) DSAEK 

(Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty) ou DMEK (Descemets’s 

membrane endothelial keratoplasty).  

4. La greffe de cornée 

La transplantation cornéenne est un acte chirurgical utilisé dans le cas des 

pathologies ou des blessures de la cornée. Ces transplantations sont réalisées à partir de 

cornées de donneurs sains afin de remplacer les tissus endommagés chez le receveur. 

Cette opération peut se faire dans le but de remplacer chez le receveur la cornée 

dans sa totalité ou simplement une ou deux couches de celle-ci. D’après le rapport de 

l’agence de la biomédecine 11 425 cornées ont été prélevées auprès de 5 738 donneurs en 

2017. Parmi ces greffes 4 928 greffes ont été réalisées au bénéfice de 4 582 receveurs en 

2017. Le nombre de donneurs a augmenté de 2,5% comparé à l’année 2016 et une hausse 

de 15,2% a été observée entre 2012 et 2017 (Tableau 1). 

Tableau 1  Évaluation du prélèvement de cornée 2012-2017.  

Activité cornée 2012 2013 2014 2015 2016 2017 

Nombre de donneurs de cornée par année 4 982 5 004 5 414 5 717 5 600 5 738 

Nombre de cornées prélevées 9 893 9 935 10 761 11 372 11 137 11 425 

Tableau issu du rapport de l’agence de la biomédecine, source : Cristal. 

 

Le nombre de candidats à la greffe était de 9 620 en 2017 dont 6 337 demandeurs de 

greffes étaient de nouveaux inscrits. Ce chiffre a augmenté de 7,2% comparé à 2016. Une 

hausse de 33,6% a également été observée entre 2012 et 2017. Parmi les candidats, 3 283 

étaient déjà en liste d’attente au premier janvier 2017 dont une hausse de 13,6% comparé à 

2016 et une augmentation de 243,1% des personnes en liste d’attente entre 2012 et 2017 

(Tableau 2). 

 

Tableau 2 Évaluation de la liste d’attente et du devenir des candidats à la greffe de cornée 2012-2017. 

 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 
En attente au 1er janvier de l’année 2 668 2 634 2 595 2 593 2 890 3 283 3 680 

Nouveaux inscrit 4 742 4 931 4 353 5 667 5 913 6 337 ND 

Greffes  3 892 4 058 4 058 4 528 4 577 4 928 ND 

Patients Greffés ND ND ND ND 4 166 4 582 ND 

Sortis de liste 883 912 970 840 940 1 012 ND 
* ND : Non disponibleTableau issu du rapport de l’agence de la biomédecine, source : GLAC. 
Tableau issu du rapport de l’agence de la biomédecine, source : GLAC. 
 

Le nombre de patients inscrits et greffés la même année a diminué de 3,2% entre 

2012 et 2017. L’ensemble des indicateurs affichés par l’agence de la biomédecine révèlent 
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que le besoin en greffe augmente chaque année sans qu’une augmentation proportionnelle 

du  nombre de greffons soit observée. 

 Ces chiffres montrent la nécessité de trouver des alternatives à la greffe de cornée 

issue de donneur. L’utilisation de biomatériaux dans le cadre où la cornée ne nécessite pas 

d’être remplacée dans sa totalité est une alternative à cette pénurie. Une des solutions de 

plus en plus utilisée et qui donne de bons résultats particulièrement dans le cas des ulcères 

cornéens est la GMA. 

5. La membrane amniotique 

5.1. La Structure de la membrane amniotique 
 

La membrane amniotique est la couche la plus interne des membranes fœtales. Cette 

membrane est placée en contact direct avec le liquide amniotique devant le chorion (couche 

externe de la membrane fœtale). Elle est translucide, avasculaire et sans terminaison 

nerveuse.  

La membrane amniotique a une épaisseur variante de 0,002 à 0,5 mm. Elle est 

constituée de trois couches : l’épithélium qui est la couche plus interne, la membrane basale 

et le stroma, couche la plus externe. 

L’épithélium de la membrane amniotique est constitué d’une monocouche de cellules 

cuboïdales posée sur la membrane basale. Ces cellules possèdent des microvilli sur leur 

surface apicale ayant probablement comme rôle la sécrétion et le transport intra et trans-

cellulaire (Pollard et al., 1976). 

La couche la plus externe de la membrane amniotique est le stroma. Elle est riche en 

collagènes et en protéoglycanes tels que le lumicane (Yeh et al., 2005). Sa composition est 

très proche de celle de la membrane basale, mais elle est colonisée par des cellules 

mésenchymateuses de type fibroblastiques (Figure 5). 

Une zone spongieuse et acellulaire est également présente entre la membrane 

amniotique et le chorion. Cette couche également appelé couche intermédiaire sera définie 

plus en détail dans l’article intitulé « Mapping of proteomic profile and effect of the spongy 

layer in the human amniotic membrane ». 
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Figure 5 Histologie de la membrane amniotique.   

La membrane amniotique et le chorion constituent les deux couches placentaires. Dans la membrane 

amniotique, on constate la  présence d’une monocouche des cellules épithéliales posées sur  une 

membrane basale et d’un stroma comprenant les f ibroblastes. La  membr ane basale et  le s troma sont 

constitués en grande majorité de collagène s et de protéoglycanes. Issu de (Niknejad et al., 2008).  

5.2. Les Propriétés de la membrane amniotique 
 

L’épithélium ainsi que le stroma de la membrane amniotique contiennent différents 

facteurs de croissance tels que l’EGF (Epidermal growth factor), le KGF (keratinocytes growth 

factor), le NGF (Nerve growth factor), le HGF (hepatocyte growth factor) et le TGF 

(transforming growth factor) ainsi que d’autres cytokines (Rodríguez‐Ares et al., 2009). Ces 

facteurs de croissance ont un rôle très important dans le processus de cicatrisation. La 

membrane basale, quant à elle, est constituée de laminine, de fibronectine et de collagène 

III, IV, V, VII (Wolf et al., 1991; Allen et al., 2013). Ces propriétés permettent la 

différenciation, le développement et la croissance des cellules épithéliales de la cornée lors 

de la greffe du tissu (Yamada et al., 2003). Outre ces facteurs, la membrane amniotique 

n’exprime pas les molécules Human leukocytes antigen (HLA-A, B, C et DR) ainsi que la β2-

microglobuline, et exprime des molécules immuno-régulatrices telles que le HLA-G et le Fas-

ligand  lui conférant une faible immunogénicité (Adinolfi et al., 1982; Kubo et al., 2001). Ces 

caractéristiques permettent une parfaite tolérance de la greffe de membrane amniotique. 
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La membrane amniotique a également des propriétés anti-inflammatoires par 

l’expression des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10, l’antagoniste du récepteur 

de l’IL-1 mais aussi l’expression d’inhibiteurs de métalloprotéase (TIMP) (Solomon et al., 

2001). Elle exprime également des protéines anti-angiogéniques telles que la 

thrombospondine-1, l’endostatine et les TIMP (Hao et al., 2000). Il a également été 

démontré que la greffe de la membrane amniotique dans un modèle de déficit limbique chez 

le lapin présente une récidive moins marquée de la néovascularisation (Kim and Tseng, 

1995b). La cornée étant un tissu non vascularisé, cette propriété reste intéressante dans la 

GMA  dans le cas des atteintes de la surface oculaire. La persistance de l’avascularisation de 

la cornée est cruciale pour la clarté de la vision et une vascularisation peut être la cause de 

certaines maladies inflammatoires (Chang et al., 2016). 

L’ensemble de ces caractéristiques décrites; l'expression des facteurs de croissance, 

l’augmentation de la capacité d'adhésion et de prolifération, le caractère non immunogène, 

et la possibilité́ d'obtention de plusieurs patchs à partir d'un seul placenta ; démontrent les 

bénéfices de l’utilisation de la MAH dans le traitement des atteintes de la surface oculaire 

comprenant les ulcères. La facilité d’obtention de ce bio-matériel permet la création de 

banques de MAH dans le but de traiter de nombreux patients à partir des patchs obtenus 

d’un même placenta. 

5.2.1. Les Facteurs de croissances 

 
Les facteurs de croissance ont un rôle très important dans la cicatrisation de la surface 

oculaire. Parmi ces facteurs l’EGF, le HGF, le NGF, le KGF et le TGF- sont les facteurs les plus 

connus et également les plus importants dans ce processus (Blanco-Mezquita et al., 2013; 

Liu and Kao, 2015). 

5.2.1.1. L’EGF 
 

L’EGF est un petit polypeptide de 6 kDa. Ce facteur de croissance est d’abord 

synthétisé sous forme de précurseur protéique de 1 217 Acides Aminés (AA) puis clivé pour 

donner sa forme active de 53 AA. Il a été localisée pour la première fois au niveau des 

glandes submandibulaires chez la souris (Cohen and Elliott, 1963). 

Ce facteur de croissance a un rôle important dans la migration et la prolifération des 

cellules épithéliales de la cornée. L’EGF agit par la stimulation des signaux intra cellulaires 

tels que les voies de signalisation NF-B (nuclear factor-kappaB), le PI3K/AKT 
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(phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) et la MAPK/Erk (mitogen-activated protein 

kinases/extracellular signal-regulated kinase). Les facteurs de transcription de la famille du 

NF-B peuvent réguler l’expression d’un grand nombre de gènes importants dans la 

croissance et le développement cellulaire, l’apoptose ainsi que dans les réponses 

inflammatoires (Li, 2002; Li and Lu, 2007). Wang et coll. ont montré qu’en activant cette voie 

l’EGF exerce un effet mitogénique sur la prolifération cellulaire. Une fois la protéine IB 

phosphorylée par IB kinase, elle se dégrade et le complexe P65/P50 libéré peut se fixer sur 

le promoteur du gène CTCF et active la transcription de la protéine CTCF (CCCTC-binding 

factor). Une augmentation de l’activité de celle-ci promeut la motilité et la migration 

cellulaire (Figure 6). Chez les souris knockout pour NF-B P50, le processus de cicatrisation 

est beaucoup plus lent (Wang et al., 2013). Le facteur de transcription CTCF agit en se liant à 

un site spécifique de l’ADN (motif CCCTC), modifie la structure tridimensionnelle de la 

chromatine et par ce biais réprime l’expression du facteur de transcription PAX6. La 

surexpression de celle-ci a un effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire (Li and Lu, 2005; 

Lu et al., 2010).  

 

Figure 6 Activation de la voie NF-B par l'EGF.  

L’activation du récepteur de l’EGF (EGFR) induit la phosphorylation d’IB par la kinase IB. Le complexe P65/P50 est libéré 

et peut se fixer sur le promoteur du gène CTCF et activer la transcription de cette protéine qui, en se liant au motif CCCTC, 

modifie la structure tridimensionnelle de la chromatine et réprime l’expression du facteur de transcription PAX6. Figure 

originale. 
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Au niveau des cellules épithéliales, les voies de signalisation MAPK/Erk, NF-B et 

PI3K/AKT peuvent également être activées par d’autres facteurs de croissance et agir sur la 

régulation du taux d’expression de CTCF qui sera déterminante dans le processus de 

cicatrisation. En effet, le rôle de CTCF dans la régulation épigénétique des gènes ne se limite 

pas qu’à l’EGF (Li and Lu, 2005; Lu et al., 2010; Wang and Lu, 2011). 

Dans la cornée, l’EGF est produit par les cellules épithéliales mais est également 

présent dans la couche lacrymale favorisant la régénération des cellules épithéliales 

(Klenkler et al., 2007). Lors d’une lésion, l’EGF déjà présent au niveau de la cornée pourra 

agir immédiatement sur la prolifération cellulaire.  

La fixation de l’EGF sur son récepteur (EGFR) participe à la prolifération et à la 

stratification de la couche épithéliale durant la cicatrisation mais semble également 

participer à la maintenance de l’épaisseur de la couche épithéliale dans un état 

physiologique normal de la cornée (Nakamura et al., 2001). 

Dans une cornée saine, l’EGFR est retrouvé de façon plus abondante au niveau basal 

des cellules limbiques. Il a également été montré qu’au cours du processus de cicatrisation, 

la capacité de prolifération des cellules limbiques de l’épithélium est plus forte que celle des 

cellules épithéliales au niveau du centre de la cornée (Cotsarelis et al., 1989; Zieske and 

Wasson, 1993). 

Nakamury et coll. ont montré que même en l’absence d’ulcère en inhibant le 

récepteur de l’EGF la couche épithéliale devenait plus fine, ce qui est probablement dû à 

l’inhibition de la prolifération des cellules épithéliales. Le TGF- qui est aussi un ligand pour 

l’EGFR semble également jouer un rôle dans le maintien de la prolifération des cellules 

épithéliales en activant ce récepteur (Nakamura et al., 2001). 

5.2.1.2. L’HGF 
 

L’HGF est une glycoprotéine connue depuis une trentaine d’années. Ce facteur de 

croissance permet la régénération du foie même après une ablation de 70% de celui-ci, il est 

également impliqué dans la régénération d’autres tissus épithéliaux (Nakamura and Mizuno, 

2010). Au niveau de la cornée, l’HGF est produit par les cellules mésenchymateuses comme 

par les fibroblastes.  

Il est d’abord synthétisé sous forme inactive, le pré-pro HGF composé de 728 AA (84 

kDa), puis le peptide signal de 31 AA est dégradé donnant le pro HGF. La forme active du 
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HGF n’est obtenue qu’après l’hydrolyse de la liaison entre l’Arginine 494 et la Valine 495. La 

forme active et mature de l’HGF est une molécule hétérodimérique contenant deux sous-

unités de 69 kDa pour la sous-unité a et de 34 kDa pour la sous-unité . Ces deux sous-unités 

sont reliées par un pont disulfure.  

A la suite d’une lésion, l’HGF est produit par les cellules fibroblastiques (Wilson et al., 

1993). Il se fixe au récepteur C-Met (tyrosine-protein kinase Met) ou également nommé 

HGFR (HGF receptor) et induit la phosphorylation du domaine tyrosine kinase de ce 

récepteur et déclenche la voie de signalisation mitogénique MAPK (Mitogenic activated 

protéine kinase), (Li et al., 1996; Nakamura et al., 2011) (Figure 7). Il peut également jouer 

un rôle dans l’activation de l’EGFR (Spix et al., 2007). 

Ce facteur de croissance agit de façon paracrine sur les cellules épithéliales de la 

cornée. Son rôle est bien établi dans la migration de ces cellules, leur prolifération et 

l’inhibition de l’apoptose (Wilson et al., 1993; Daniels et al., 2003; Kakazu et al., 2004). Outre 

l’épithélium, l’HGF et le C-Met sont exprimés de façon abondante au niveau du stroma et 

également de façon moins abondante au niveau de l’endothélium et des glandes lacrymales 

(Li et al., 1996; Kim et al., 1999; Wilson et al., 1999). Il a été supposé qu’en plus de son effet 

paracrine, l’HGF a également une action autocrine. Son récepteur C-Met est exprimé au 

niveau de l’épithélium, du stroma et de l’endothélium, mais l’HGF n’induit pas la 

prolifération des fibroblastes cornéens. Bien que le mécanisme autocrine HGF/C-Met soit 

connu dans d’autre types cellulaires, l’action de l’HGF dans la cicatrisation du stroma n’est 

pas réellement connue (Sheehan et al., 2000; Warn et al., 2001).  

Dans le cas où la cicatrisation ne peut se faire correctement, une fibrose est observée 

dans le tissu. L’HGF est un agent anti-fibrotique connu qui contrebalance le facteur de 

croissance TGF-1 en réduisant la fibrose. Il agit par l’activation de Smad7, protéine 

inhibitrice de la voie de transduction Smad qui entre en compétition avec les effecteurs 

Smad2 et Smad3 par leur liaison au récepteur du TGF-. Cela empêche la phosphorylation de 

Smad 2 et inhibe ainsi l’activation de la voie du TGF- (Shukla et al., 2009), (voir également la 

figure 8). Une autre activité anti-fibrotique de l’HGF connue chez la souris au niveau 

pulmonaire passe par l’activation des métalloprotéases matricielles (MMPs). Ces MMPs 

assurent la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) notamment la fibronectine 

essentielle à l’ancrage des myofibroblastes. Il en résulte l’apoptose de ces myofibroblastes 

(Mizuno et al., 2005). 
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5.2.1.3.  Le KGF 
 

Le KGF est une glycoprotéine également connue en tant que FGF7 (fibroblast growth 

factor) de 163 AA. Cette petite molécule de 18 kDa fait partie de la famille des facteurs de 

croissance FGF qui en compte 22 au sein des vertébrés et dont le poids moléculaire est de 17 

à 34 kDa avec 13 à 70% d’AA identiques (Ornitz and Itoh, 2001). Le KGF a été isolé et purifié 

pour la première fois par Rubin en 1989 à partir d’un milieu conditionné d’une lignée 

cellulaire de fibroblastes embryonnaires (Rubin et al., 1989). La plupart des membres de 

cette famille sont exprimés au niveau embryonnaire, cependant certains membres sont 

également exprimés dans les tissus au stade adulte et permettent l’homéostasie tissulaire. 

Ils sont également impliqués dans le processus de cicatrisation (Klagsbrun, 1989). Les 

membres de la famille FGF ont une grande affinité pour les héparines sulfate protéoglycanes 

et nécessitent du sulfate d’héparane afin d’activer l’un de leurs 4 récepteurs (Ornitz and 

Itoh, 2001). 

Le KGF, par le biais d’une molécule du sulfate d’héparane, se fixe au récepteur 

FGFR2b (fibroblaste growth factor receptor 2b). En plus de son rôle dans la régulation du 

développement embryonnaire, il est également impliqué la prolifération et la différenciation 

des cellules épithéliales des différentes tissus tels que l’intestin, le thymus, la peau et la 

cornée (Danilenko, 1999; Ornitz et al., 1996; Zhang et al., 2006; Rossi et al., 2007).  

Le KGF, comme le HGF cité plus haut, agit de façon paracrine et autocrine. A la suite 

d’une lésion cornéenne, il est produit par les fibroblastes. Au niveau de la cornée, il permet 

la prolifération des cellules mais pas leur migration (Wilson et al., 1994). Plusieurs études ont 

montré que le récepteur du KGF est exprimé plus fortement au niveau des cellules limbiques 

(Li and Tseng, 1995; Wilson et al., 1993),. 

Le KGF, ainsi que l’HGF, activent la voie de signalisation de PI3K/p70 S6 kinase  dans 

les cellules épithéliales de la cornée (Chandrasekher et al., 2001). Les cellules épithéliales 

traitées avec le KGF ont une meilleure stratification mais forment une couche plus fine qu’un 

épithélium de cornée normale. Une sur-expression ou une administration de KGF trop 

importante engendre un développement anormal des cellules épithéliales de la cornée 

(Lovicu et al., 1999). 

La voie de signalisation par laquelle agissent le HGF et le KGF est présentée de façon 

schématique dans la figure 7. 
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Figure 7 La voie de signalisation activée par les facteurs de croissance HGF et KGF dans les cellules épithéliales de la 

cornée. 

L’activation du récepteur tyrosine kinase par l’HGF et le KGF favorise le recrutement de la PI3K et cause l’activation de la 
sous unité catalytique p110. L’activation de la PI3K génère la 3’-phosphoinosidites. Ces lipides se fixent aux kinases 

regroupant la pleckstrin homolgy domaine (30-phosphoinositide binding region), probablement PDK1, un kinase participant 

à la phosphorisation spécifique de p70 S6K, induisant le changement de conformation et l’activation de l’enzyme (Tudan et 
al., 1998). Dans ce schéma p70 S6K peut également être phosphorylée par d’autres kinases comme l’isoforme de PKC qui 
peut s’activer par PDK1. Le résultat de cette voie de signalisation induit la prolifération, la synthèse de protéines et le 

processus de cicatrisation. Issu de (Chandrasekher et al., 2001) et modifié. 

5.2.1.4.  Le NGF 
 
 Le NGF est un polypeptide de la famille des neurotrophines dont le -NGF est la 

forme active, 13 kDa (120 AA). Il a été identifié pour la première fois par Rita Levi-Montalcini 

et Stanley Cohen en 1956 pour ses effets sur le pancréas (Cohen and Levi-Montalcini, 1956). 

Ces récepteurs sont les molécules membranaires TrkA (tropomyosine receptor A) et 

NGFR (NGF receptor), qui une fois activées via leur tyrosine kinase, régulent la prolifération, 

la différenciation et la survie cellulaire. Il a également été démontré que le NGF inhibe 

l’action des MMP (Levi-Montalcini, 1987; Wijeyewickrema et al., 2010). Par l’activation du 

récepteur p75NTR, il peut également induire la mort cellulaire par apoptose (Chao, 1994). 

Le traitement in vivo avec le NGF chez la poule et la souris accélère la ré-

épithélialisation de la cornée. Ces résultats ont également été confirmés in vitro avec la 
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lignée cellulaire HCLEs (Blanco-Mezquita et al., 2013; Pal-Ghosh et al., 2011). La prescription 

du NGF chez les malades avec un ulcère neurotrophique, après une cataracte ou dans le 

traitement des inflammations a montré de bons résultats (Aloe et al., 2008; Cellini et al., 

2006; Lambiase et al., 2000; Tan et al., 2006). 

Le NGF agit de façon paracrine et autocrine, permettant le renouvellement des 

progéniteurs des cellules épithéliales de la cornée (Qi et al., 2007). Lors d’une lésion, le 

récepteur de NGF, TrkA, est surexprimé et ce taux augmente dans les cornées traitées avec 

le facteur de croissance. Une fois le TrkA activé via la fixation du NGF, celui-ci induit la 

diffusion des cellules épithéliales et la migration par la sur-régulation de la MMP-9. La MMP-

9 clive l’ectodomaine de l’intégrine -4 ce qui facilite la migration des cellules épithéliales 

(Micera et al., 2006; Pal-Ghosh et al., 2011; Blanco-Mezquita et al., 2013). Une fois la ré-

épithélialisation de la surface de la cornée rétablie, le taux de NGF diminue afin d’éviter une 

trop grande activation de la MMP-9 (Blanco-Mezquita et al., 2013). 

5.2.1.5.  Le TGF- 
 
 Les TGF-β (Transforming Growth Factor-beta) sont une superfamille de polypeptides 

d’environ 25 kDa, sous forme active, impliquée dans de nombreux mécanismes 

physiologiques et exprimée par la plupart des types cellulaires : cellules endothéliales, 

fibroblastes et cellules épithéliales. En 1978, ils sont reconnus et nommés SGF (Sarcoma 

growth factor) pour être secrétés par les fibroblastes induits par le virus du sarcome de 

souris (Mouse sarcoma virus) (de Larco and Todaro, 1978). Par la suite, en 1983, ils sont 

décrits par Anzano pour leur capacité « à transformer » les fibroblastes (Anzano et al., 1983; 

Klenkler and Sheardown, 2004). Cette super-famille comprend les isoformes de TGF-β, les 

activines, la Mullerian inhibiting substance, Nodal, GDFs (growth differentiation factor) et 

plusieurs BMP (bone morphogenetic proteins) (Kondaiah et al., 1990; Jakowlew et al., 1992; 

Wrana, 2013).  

Les isoformes du TGF-β  sont le TGF-β1, 2 et 3 chez les vertébrés, 4 et 5 chez les 

oiseaux et amphibiens, elles ont une structure très conservée entre les espèces avec une 

identité d’environ 64 à 82%. Les TGF-β1, 2 et 3 participent aux processus de cicatrisation, 

d’inflammation, d’angiogenèse, de prolifération des fibroblastes, de synthèse de collagène 

et de remodelage de la MEC (Kim et al., 2003; Schiller et al., 2004). Les TGF-β 2 et 3 sont 

impliqués dans le développement embryonnaire et le TGF-β1 a un rôle plus important dans 
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la cicatrisation (Ahamed et al., 2008; Saika et al., 2009; Wrana, 2013). Une dérégulation de 

l’expression du TGF-β1 peut également induire la fibrose dont il est l’un des facteurs les plus 

importants. L’expression du TGF-β1 est souvent inhibée dans les tissus ayant une lésion 

chronique non cicatrisante (Kim et al., 2003; Pastar et al., 2010). 

Le TGF-β est sécrété sous forme de dimère associé à la protéine LAP (Latency-

associated peptide). La protéine LAP est liée de façon covalente au TGF-β constituant un 

petit complexe inactif nommé small latent complex (SLC) (Miyazono et al., 1991; Kinoshita et 

al., 2001). Les latent TGF-β binding proteins (LTBPs) sont une famille de fibrillin-like 

molécules qui se lient de façon non covalente au SLC. Le LTBPs régule la biodisponibilité du 

TGF-β et également son activité. Ils facilitent la sécrétion de sa forme inactive et permettent 

la fixation du TGF-β à la MEC et régulent l’activation de sa forme latente (Saharinen et al., 

1999; Rifkin, 2005). Les TGF-β et les autres membres de cette famille ont comme récepteurs 

des récepteurs transmembranaires à activité sérine thréonine kinase, TβR-I et TβR-II (Mas- 

sague 1998). Ils se lient d’abord aux récepteurs TβR-II et par la suite cet hétérodimère (TGF-β 

+ TβR-II) se lie au TβR-I. Cette dimérisation de 2 TβR-I et de 2 TβR-II  entraine l’activation de 

ces derniers (Klass et al., 2009). Lors de la fixation de son ligand, le TβR-II (constamment 

phosphorylé) phosphoryle la région riche en glycine sérine du récepteur TβR-I (Annes, 2003). 

L’activation du TβR-I entraine la phosphorylation du complexe intracellulaire R-Smads 

(Smad2 et 3). Smad2/3 se lie au co-Smad 4 et migre vers le noyau et ainsi régule l’expression 

de certains gènes. Le TGF-β peut également activer d’autres voies de signalisation sans 

activation des molécules Smads. Cependant ces voies nécessitent d’être mieux étudiées 

(Figure 8 ) (Klass et al., 2009). Une des voies de signalisation indépendante de Smad passe 

par la phosphorylation de Par6 liée au TβR-I et est phosphorylé par TβR-II. Cette voie permet 

la dissolution des jonctions serrées des cellules épithéliales (Ozdamar et al. 2005). Un 

troisième récepteur est également connu, le TβR-III qui n’a pas d’activité kinase. Son rôle 

dans l’inhibition de la voie de signalisation Smad 2/3 du TGF-β dans la lignée cellulaire MDA-

MA-231 a été montré (Tazat et al., 2015). 

Le TGF-β1 et TGF-β2 sont exprimés au niveau de l’épithélium et du stroma cornéen 

avec une expression plus forte du TGF-β2 au niveau des larmes mais également dans 

différents segments de l’œil. Cela montre l’importance du TGF-β au niveau de l’œil (Nishida 

et al., 1994; Koli et al., 2001). L’ARN messager du TGF-β3 est également détecté chez la 
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cornée du rat au niveau de l’épithélium et l’endothélium (Pasquale et al., 1993; Joyce and 

Zieske, 1997).  

Dans les cas pathologiques comme une cicatrice hypertrophique, une altération de la 

voie de signalisation du TGF-β est observée. L’augmentation de l’expression et la 

phosphorylation du Smad-2 et/ou du Smad-3 et la non surexpression de Smad 7 (action 

préventive empêchant la contraction du collagène en inhibant les Smads) en réponse au 

TGF-β1 peuvent être la cause de cette dégénérescence de la cicatrisation (Kopp et al., 2005; 

Xie et al., 2008). Chez les enfants développant une cicatrisation hypertrophique le taux du 

TGF-β dans le plasma peut être un indicateur de cette pathologie (Rorison et al., 2010) . 

Chez un modèle de souris déficient pour Smad3, une augmentation du processus de 

cicatrisation et de la ré-épithélialisation de la peau ainsi qu’une diminution des effets de 

l’infiltration des monocytes est observée (Ashcroft et al., 1999).  

Les effets du TGF-β au niveau de la cornée sont variés et parfois contradictoires, les 

TGF-β1 et 2 inhibent la prolifération des CEC (cellule épithéliale de la cornée), mais le TGF-β1 

stimule la prolifération des fibroblastes du stroma (Mishima et al., 1992; Kay et al., 1998; 

Pancholi et al., 1998; Yanai et al., 2006). Le TGF-β stimule également la migration 

chimiotactique des cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules endothéliales dans un 

modèle in vitro de la chambre de Boyden mais il inhibe la migration des fibroblastes 

(kératocytes) dans le gel de collagène (Grant et al., 1992; Andresen et al., 1997). Le TGF-β 

induit également l’activation et la transformation des myofibroblastes en kératocytes (Jester 

et al., 1996).  

Carrington et coll. ont démontré que dans un modèle de cicatrisation en organo-

culture de cornée, le TGF-β1 retarde le processus de ré-épithélialisation (Carrington et al., 

2006).  

Les effets du TGF-β sont également très influencés par les autres facteurs de 

croissance dans le processus de ré-épithélialisation. Mishima et collègues ont montré que le 

TGF-β est un antagoniste de la prolifération, de l’adhésion et de la migration des cellules 

épithéliales de la cornée induite par l’EGF (Mishima et al., 1992). Honma et coll. ont 

également montré que les TGF-β1 et 2 inhibent la prolifération des CEC  induits par le KGF et 

l’HGF, et ont effet à diminuer la prolifération de ces cellules induites par l’EGF (Honma et al., 

1997). Cependant le TGF-β améliore la prolifération des kératocytes induits par l’EGF (Hongo 

et al., 1992).  
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La membrane amniotique diminue le taux d’expression du TGF-β ainsi que 

l’expression de son récepteur ce qui réduit le risque de fibrose, permettant d’avoir un tissu 

reconstitué et la production d’un tissu cicatriciel (Trelford et al., 1975). 

 

 
 

Figure 8 La voie de signalisat ion du TGF-Smad dépendante et  indépendant e    
Initiation de l’act ivation de la cascade d e signali sation  après f ixation du TGF - et la formation du 

dimère TRI et I I .  Le TRII  phosphoryle les résidus sér ine/ thréonine du TRI. L ’activation de du TRI 

active différentes voies de signalisation dépendante  ou indépendante des Smads. La voie de 

signalisat ion dépendante des protéines Smad commence par la phosphorisation de Smad 2/ 3 par  le  

TRI. Le recrutement de Smad2/3 au récepteur se fait à l’aide de protéine s auxiliaires telle que SARA. 

Smad2/3 sont l ibérés et interagissent avec le co -Smad 4 et permettent ainsi la transmission du signal 

du TGF- Le  TGF- peut également activer  d’autres voie s de signalisat ion indépendante de Smad 

représentée dans ce schéma (Kim and Choi, 2012).  

Les différentes effets des facteurs de croissances cités sont résumés 
schématiquement ci-dessous (Figure 9). 
 



  

49 
 

 
Figure 9 Un grand nombre de facteurs  de  croissance et  de cytokine  sont produit s dans le processus  

de cicatrisat ion des cellules épithéliales de la cornée.  

 Ces facteurs jouent un rôle pr imordial dans les interactions é pithélia les-stromals et pour une 

cicatr isation  complète. Le KGF et l ’HGF sont produits p ar  les kératocytes pour moduler  les  cellules  

épithéliales. Le NGF permet le renouvellement des cellules épithéliales. La  fam ille des EGF et du TGF-β 
régule l ’épithélium, le  stroma et  communique avec  p lusieurs autres facteurs de  croissance  afin  

d’assurer  le processus de ré-épithélialisation.  Issu de (Yu et al. ,  2010)  modifié.  

5.2.2. Les Molécules de la matrice extracellulaire 

 
La membrane amniotique en plus des différents facteurs de croissances cités qui lui 

confèrent une bonne capacité de cicatrisation, est également un très bon tissu de maintien. 

Ce tissu joue le rôle de matrice qui permet la croissance et la migration cellulaire. 

5.2.2.1. Le Collagène  
 

Le collagène est un membre de la famille des protéines de structure. Il possède une 

masse moléculaire de 300 kDa et est présent sous forme de fibrilles dans la MEC dont il est 

l’un des principaux composants. Il existe 26 types de collagènes qui sont tous constitués 

d’une structure principale en triple hélice (Kerr, 2010). En fonction du type de tissu, os, 

tendon ou cartilage le collagène présent peut être plus ou moins rigide. Comme décrit 

précédemment le stroma et la membrane basale de la MAH sont en majorité composés de 

collagène. La composition en collagène de ces deux membranes est très proche.  

 Au niveau de la cornée la membrane basale ainsi que la membrane de Bowman sont 

des fines couches de collagène se situant directement entre la couche épithéliale de la 

cornée et le stroma. Elles sont principalement composées de collagènes de types IV, VII, XVII 

et XVIII pour la membrane basale et de collagènes de types I, III, V en majorité et VII en plus 

faible quantité pour la membrane de Bowman. Le stroma quant à lui est également un tissu 
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conjonctif riche en collagène de type I et est aussi composé des collagènes de types V, VI, XII, 

XIII, XIV et XXIV (Ihanamäki et al. 2004).  

La membrane amniotique est essentiellement composée de collagènes de type I et 

de type V qui sont retrouvés ensemble et composent une fibrille hétérodimère (Birk et al., 

1986; Birk, 2001). Elle comporte également les collagènes de types III, IV et VI (Niknejad et 

al., 2008). 

Un des types de collagène retrouvé dans la membrane basale de l’épithélium 

cornéen et également dans la membrane amniotique est le collagène de type IV. Il est 

principalement composé de trimères d’hélice . La présence de la chaîne alpha 5 du 

collagène IV dans les membranes est un des facteurs améliorant la ré-épithélialisation 

cornéenne par la membrane amniotique (Endo et al., 2004). Cette structure proche et riche 

en collagène facilite la prolifération ainsi que la migration des cellules épithéliales de la 

cornée sur la MAH. 

5.2.2.2. L’Élastine 
 

L’élastine également composante de la MEC est une protéine structurale moins rigide 

que le collagène. Elle donne des propriétés élastiques aux tissus. L’élastine est retrouvée en 

abondance dans la paroi des moyens et gros vaisseaux. Cette protéine est également 

retrouvée dans la membrane amniotique. Cependant dans un état physiologique normal 

l’élastine n’est pas exprimée dans la cornée (Rodriguez Cabello, 2018). Les effets de matrice 

à base d’élastine sur l’amélioration de la cicatrisation des brûlures du derme ont été 

prouvés. Toutefois il n’existe pas d’étude à notre connaissance sur l’éventuel rôle que 

l’élastine pourrait avoir sur la cicatrisation de la surface oculaire (Rnjak et al., 2011). 

5.2.2.3.  Les Protéoglycanes 
 

Les protéoglycanes sont des composants de la MEC. Ils sont constitués de protéines et 

de glycosaminoglycanes (polymère glucidique linéaire). En plus du rôle structurel dans 

l’organisation des fibrilles de collagène, ces molécules permettent la biodisponibilité des 

facteurs de croissance tels que le TGF- dans la matrice extra cellulaire. Ci-dessous quelques 

exemples des protéoglycanes présents dans la membrane amniotique sont cités :  
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5.2.2.3.1. Le Lumicane  
 

Le lumicane est une molécule présente de façon abondante dans le placenta et 

également au niveau du stroma de la membrane amniotique. C’est un protéoglycane de 

la famille des small leucine-rich proteoglycan (SLR) de 54 KDa. L’ajout de lumicane 

soluble favorise la prolifération et ainsi le processus de cicatrisation chez la souris (Yeh 

et al., 2005). Il est également supposé que le lumicane agit en aidant la présentation des 

cytokines à leurs récepteurs comme d’autres protéoglycanes tels que la fibromoduline, 

le biglycane et le bicorine le font avec le facteur de croissance TGF- (Yamaguchi et al., 

1990; Ruoslahti and Yamaguchi, 1991) . Yamanaka et coll. ont démontré que le lumicane 

se fixe directement sur le récepteur du TGF- induisant la phosphorilation de ERK1/2 et 

Smad2 et 3 en culture de cellules épithéliales de cornée (Yamanaka et al., 2011). Le 

lumicane et la fibromoduline se fixent au même site sur le collagène de type I 

(Kalamajski and Oldberg, 2007). Il a également été démontré que l’altération du 

lumicane induit la dystrophie cornéenne maculaire (Praillet et al., 1998). 

5.2.2.3.2. Le Biglycane 
 

Le biglycane est l’un des protéoglycanes de la membrane amniotique possédant une 

masse moléculaire d’environ 41,65 kDa et faisant partie de la famille des SLR. 

L’expression du biglycane est observée dans les cultures de kératocytes en 

transdifférentiation vers les myofibroblastes après traitement  avec le TGF-  

(Funderburgh et al., 2001). 

5.2.2.3.3. Le Nidogène 

 
Le nidogène est une glycoprotéine présente dans la membrane basale et  le 

stroma de la membrane amniotique. Les nidogènes 1 et 2 permettent la liaison entre la 

laminine et le collagène de type IV au niveau de la membrane basale (Yurchenco, 2011). 

Il est pensé que pendant le processus de cicatrisation de la cornée les nidogènes 1 et 2 

sont produits par les kératocytes dans le stroma proche de la membrane basale et de la 

membrane de Decemets (Medeiros et al., 2018; Gallego-Muñoz et al., 2019). Les deux 

nidogènes ont la même fonction et sont capables de se remplacer dans le processus de 

cicatrisation. L’apport de nidogène par la membrane amniotique peut être très 
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intéressant dans les cas où le stroma cornéen et donc les kératocytes sont touchés par 

la lésion. 

5.2.2.4. La laminine 
 

La laminine est l’une des principales protéines de la MEC. Son poids moléculaire est 

entre 400 à 1000 kDa selon le type de laminine. Elle possède 3 chaînes alpha, beta et 

gamma. Dans la MEC de la membrane basale cette protéine est associée avec le collagène 

(collagène de type IV), le nidogène, l’agrine et le perlécan (Timpl and Brown, 1996; Aumailley 

et al., 2005; Ko and Marinkovich, 2010). La principale isoforme de la laminine au niveau de la 

cornée est la laminine 5 (LM3A32) et les laminines LM511, LM3A11 et LM3B32 sont 

retrouvés de façon minoritaire. Dans le processus de cicatrisation, la laminine est un substrat 

permettant  aux cellules épithéliales de couvrir la blessure en formant une couche 

épithéliale intacte (Schittny and Yurchenco, 1990; Kariya et al., 2004; Hamill, 2009). La 

laminine semble la première protéine de la MEC à être produite dans le processus de 

cicatrisation (Kurpakus et al., 1990; Ryan et al., 1999).  

La laminine est souvent associée à d’autres protéines telles que la nétrine. Chez la 

souris, au niveau de la cornée la nétrine-4 joue un rôle de régulateur de la prolifération des 

cellules épithéliales. Son absence montre une augmentation de la prolifération de ces 

cellules (Li et al., 2012). Il a également été observé que la nétrine-1 et son récepteur 

(UNC5B) augmentent l’expression de l’EGF et accélèrent le processus de ré-épithélialisation, 

ils ont également un rôle dans l’inhibition de la néovascularisation (Han et al., 2012).  

Dans la membrane amniotique la laminine 5 est également un des composants majeurs 

de la membrane basale (Kurpakus-Wheater, 2001). Lors d’une greffe de la membrane 

amniotique, la laminine facilitera l’adhésion, la production d’hémidesmosome et la 

migration cellulaire  (Carter et al., 1991; Baker et al., 1996; Giannelli et al., 1997). La laminine 

comporte un domaine ressemblant à l’EGF, par ce biais elle peut activer directement le 

l’EGFR et donc activer la prolifération cellulaire (Folkman et al., 1988). 

5.2.2.5. La Fibronectine 
 

La fibronectine comme les autres protéines de la MEC  est une grosse protéine d’environ 

500 kDa. Elle est retrouvée sous forme de fibrilles dans la matrice extracellulaire (Poulouin et 

al., 1997). Elle peut se lier à la fois au collagène mais également interagir avec les intégrines. 
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Les intégrines sont des récepteurs d’adhésion cellulaire qui permettent l’attachement des 

cellules à la MEC et la transduction de signaux entre la MEC et les cellules.  

Au niveau de la cornée la fibronectine est retrouvée dans la membrane basale de 

l’épithélium ainsi que dans la membrane de Descemet. En 1981, deux équipes ont montré la 

présence de cette protéine au niveau des lésions et sa disparition après le processus de 

cicatrisation chez le lapin (Fujikawa et al., 1981; Suda et al., 1981). Au cours du processus de 

cicatrisation, la fibronectine retrouvée au niveau du stroma permet la fabrication d’une MEC 

temporaire afin de faciliter la migration des cellules épithéliales et la formation des 

différentes couches de l’épithélium. 

Il a été montré in vitro que la production des fibronectines se fait par les trois types 

cellulaires de la cornée (Awata et al., 1989). La  production de fibronectine est stimulée par 

l’EGF. Cependant dans l’organo culture de cornée de rat l’ajout de fibronectine n’améliore 

pas la capacité de ré-épithélialisation de cornée induite par l’EGF. Les auteurs ont donc 

conclu que le rôle principal de la fibronectine est l’augmentation de l’adhésion cellulaire au 

substrat de la MEC (Soong et al., 1989; Sawicka et al., 2015). Dans une autre étude Kim et 

collaborateurs ont montré l’efficacité de traitement avec la fibronectine chez 9 patients qui 

ne répondent pas à la thérapie habituelle (Kim et al., 1990).  

5.2.3. L’Utilisation clinique de la membrane amniotique 

 
Le premier cas d'utilisation de la membrane amniotique en clinique a concerné le 

traitement des brûlures cutanées par Davis en 1910. Dans sa publication il rapporte avoir 

utilisé la « doublure interne de la poche amniotique » pour une greffe de peau mais sans 

résultat convaincant. Cependant il dit également que « le matériel est intéressant et si une 

technique donnant des résultats favorables est développée, il peut être d’une grande 

utilité » (Davis, 1910). La membrane amniotique a été utilisée pour la première fois en 

ophtalmologie en 1940. De Röth a utilisé le chorion ainsi que la membrane amniotique chez 

10 patients dont 8 ayant un symblépharon avec un taux de réussite de 1/10 (Rötth, 1940). Le 

patient ayant donné un résultat satisfaisant souffrait d’une brûlure chimique et avait reçu 

une greffe de la membrane amniotique. Par la suite, il a pu proposer l’utilisation de la 

membrane amniotique comme un traitement des dommages du tissu conjonctif. Ainsi en 

1946 la membrane amniotique a été utilisée avec succès chez 58 patients souffrant de 

brûlure chimique (Sorsby and Symons, 1946). Malgré son efficacité, les publications 
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concernant l’utilisation de la membrane amniotique dans les greffes oculaires ont été 

laissées à l’abandon jusqu’au début des années 1990. En 1995, Kim et Tseng ont réintroduit 

son utilisation, d’abord comme substrat dans la reconstruction du limbe chez le lapin, puis 

chez l’homme dans le traitement de déficiences épithéliales réfractaires ainsi que dans la 

reconstruction de la surface conjonctivale (Kim and Tseng, 1995a). En 1997, Shimazaki et 

Tsubota ont évalué chez l’homme son utilisation dans le traitement des brûlures cornéennes 

(Shimazaki et al., 1997). Depuis, la GAM suscite un intérêt grandissant et est utilisée par de 

nombreuses équipes qui continuent à l’employer pour des pathologies de la surface oculaire. 

Outre l’ophtalmologie et la dermatologie, les différentes propriétés de la membrane 

amniotique ont suscité un grand intérêt pour son utilisation dans d’autres domaines. 

Récemment, son utilité a également été démontrée dans la régénération dentaire (Kumar et 

al., 2017). L’aspect anti-inflammatoire et anti-fibrotique de la membrane amniotique a 

également été constaté par son utilisation comme patch au niveau clinique dans les 

pathologies cardiaques. La membrane amniotique est une bonne matrice pour la culture des 

cellules pluripotentes dérivées des cardiomyocytes (Parveen, 2019). 

5.2.4. La Greffe de la membrane amniotique en ophtalmologie 

 
La GAM est une intervention de la surface oculaire. Grâce aux propriétés décrites 

précédemment les risques de rejet de la GAM sont extrêmement faibles. La MAH est utilisée 

seule ou en complément avec l'allogreffe de limbe dans les cas de destructions et ou de 

déficiences importantes (Tseng et al., 1998). Suivant les indications, la MAH peut être 

utilisée en greffe ou en patch.  

Dans le premier cas, elle est suturée coté épithélium vers l’extérieur. En effet sa 

membrane basale est un substrat qui permet la ré-épithélialisation, le renforcement de 

l’adhésion et la différentiation des cellules épithéliales de la cornée. Dans ce cas la greffe ne 

dépasse pas la limite du limbe sclérocornéen (Masson, 2019). 

Dans le deuxième cas (patch), la MAH est suturée côté épithélium vers l’intérieur de 

façon à délivrer les facteurs biologiques importants dans la cicatrisation. Dans ce cas elle 

recouvre en totalité la cornée pathologique en jouant à la fois un rôle de pansement 

biologique et également ayant un effet antalgique (Masson, 2019). 

La MAH peut être également utilisée pour combler des ulcères profonds en apposant 

plusieurs couches les unes sur les autres dont la plus superficielle est suturée face épithéliale 
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vers l’extérieur. Elle peut également être utilisée pour combler une perte de substance 

conjonctivale. La taille de la greffe est adaptée à la taille du déficit ex : « déficits 

conjonctivaux après brûlures », (Figure 10). 

 
Figure 10 Différentes méthodes de greffe de la membrane amniotique. 

La membrane amniotique est placée épithélium vers le haut. A) Patch onlay ; utilisé pour les défauts de l’épithélium ou les 

défauts peu profonds du stroma. La membrane est suturée du limbe au limbe. La couche épithéliale cornéenne doit 

coloniser la surface oculaire. B) greffe inlay monocouche, utilisée dans les défauts peu profonds du stroma. Suturé en 

périphérie de l’ulcère. La couche épithéliale de la cornée a été retirée avant la greffe, elle épithélialisera la surface de la 

cornée. La membrane amniotique joue le rôle de la membrane basale. C) Greffe inlay multicouche, utilisée pour des défauts 

profonds du stroma. Des bouts plus petits de la membrane amniotique sont placé en multicouche afin de remplir les 

profondeurs de l’ulcère. Ils sont suturés, puis une membrane amniotique plus large est placée au-dessus et suturée à la 

périphérie de l’ulcère. La cornée a été dé-épithélialisée avant la greffe afin que les cellules épithéliales re-colonisent la 

surface cornéenne et non sous la greffe. D) Greffe sandwich, constituée d’une ou plusieurs greffes de membrane 

amniotique, utilisée pour l’ulcère avec un épithélium non stable ou les kératopathies bulleuses ulcérant ou les 

keratouveites ulcérant avec une décompensation endothéliale complète ou une infiltration stromale. L’épithélium retiré 
avant la greffe sera remplacé par la ré-épithélialisation de la surface oculaire grâce à la membrane amniotique. Issu de 

(Seitz et al, 2006) modifié. 
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 La ré-épithélialisation de la membrane amniotique par les cellules épithéliales de la 

cornée mais également de la conjonctive se fait plus facilement sur la membrane basale 

mais elle peut également se faire sur le stroma (Hu et al., 2003). 

 La GAM a également démontré son efficacité égale sur le temps et la qualité de ré-

épithélialisation de la cornée dans les kératopathies infectieuses ou non infectieuse due à 

ses propriétés de promotion de la ré-épithélialisation et également ses propriétés anti-

infectieuses (Tracogna, 2016). 

Les différentes techniques d’application de la MAH peuvent être combinées les unes aux 

autres en fonction de l’état oculaire. 

A ce jour, la plupart des causes d’ulcère cornéen sont les ulcères cornéens trophiques 

(perforés ou non), les brûlures chimiques, la décompensation cornéenne bulleuse, les 

kératoconjonctivites sèches très sévères avec défaut épithéliaux persistants, les insuffisances 

de cellules limbiques et les pathologies conjonctivales telles que les tumeurs limbiques et 

conjonctivales, les symblépharons cicatriciels de pemphigoïdes oculaires et les ptérygions 

sont des indications à la GAM.  

 Les cas d’échec de GAM sont extrêmement rares. Le patient greffé avec une MAH 

lyophilisée peut montrer une réaction qui se traduit par une gêne au niveau de la vue et 

également une sensation de présence de corps étranger superficiel dans l’œil. Dans les cas 

les plus graves, l’échec peut se traduire par une infiltration au niveau de la périphérie de la 

cornée, une hyperhémie conjonctivale, un œdème des paupières, une augmentation de la 

pression intra oculaire et des douleurs insupportables. Chez les patients avec un échec de la 

MAH congelée le rejet dû à une épithéliopathie est plus diffuse. Ces symptômes peuvent 

apparaître que quelques heures après la greffe (Vance). L’incapacité de la membrane 

amniotique à induire la ré-épithélialisation dans des cas de brûlure chimique très sévère a 

également été reportée (Joseph et al., 2001). 

6. Étude I Lyophilisation de la membrane amniotique 

6.1. Introduction aux méthodes de conservation de la membrane amniotique 
humaine. 

 
Les premières tentatives de conservation de la membrane amniotique pour une 

application dans les lésions assez larges ont été la conservation de la membrane amniotique 

dans du pétrole ou dans du sel. Le temps de conservation était court et la greffe devait être 
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réalisée dans les 48 à 72 h post prélèvement (Stern, 1913). Depuis, d’autres méthodes de 

conservation de la membrane amniotique ont été mises en place. La congélation, méthode 

la plus répandue et plus récemment la lyophilisation. 

6.1.1. La Congélation  

 
La congélation est une méthode connue de longue date et très largement répandue 

pour la conservation des produits alimentaires ou des produits plus complexes à usage  

pharmaceutique ou de biothérapie (des biomatériaux). Cette méthode bien que facile pour 

une conservation et une utilisation dans le même lieu des biomatériaux, tels que les 

hôpitaux ayant une banque de tissus à proximité, nécessite une organisation assez complexe 

quand il s’agit de transporter ce type de produits vers d’autres centres. Afin de garder la 

chaîne du froid intacte et donc de conserver la qualité du produit, ces biomatériaux doivent 

être gardés à la même température tout le long du trajet. Une fois arrivés dans le centre 

receveur, les biomatériaux doivent être stockés de suite et dans les mêmes conditions que le 

centre donneur. La stabilité des produits dépendra du maintien de la chaîne du froid. Pour 

les transports de produits biologiques avec un risque moindre et dans des parcours courts 

des bacs isothermes sont généralement utilisés, mais cela n’est pas applicable aux produits 

moins stables et au cours de trajets plus longs (quelques heures).  

Il existe actuellement deux méthodes de conservation par congélation à -80°C afin de 

garder les lots de membranes pendant 6 mois ou à -20°C pour une conservation de 6 

semaines (Ashraf et al., 2015). A la banque de tissus de Rouen (comme au sein de la plupart 

des banques de tissus en France) les membranes sont conservées à -80°C dans un rapport de 

1:1 de milieu de culture et de glycérol (cryoprotecteur) pendant un an. L’utilisation de 

cryoprotecteur permet le maintien de la structure et également des facteurs de croissance. 

Le cryoprotecteur minimise la formation des cristaux de glace et permet donc de diminuer 

l’altération de la structure de la membrane amniotique (Thomasen et al., 2011). Wagner et 

collaborateur ont montré qu’une conservation sans ajout de conservateur n’altère pas plus 

la structure de la membrane amniotique congelée qu’avec l’ajout du glycérol. Le taux de FGF 

est également sans différence entre les deux méthodes pour une conservation à 1 et 6 mois. 

Cependant ce taux est plus fort dans les MAH conservées avec du milieu glycérolé à 3 mois 

(Wagner et al., 2018).  
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Bien que cette méthode de conservation de la membrane ait montré ses résultats au 

niveau clinique, les contraintes pour son transport et sa conservation détaillées dans le 

paragraphe précédent sont multiples et onéreuses. Pour cela une alternative à la 

cryopréservation de la membrane amniotique a commencé à voir le jour, la lyophilisation. 

6.1.2. La Lyophilisation 

 
La lyophilisation, également retrouvée sous le terme anglais freeze-drying, est une 

méthode de préservation par sublimation d’eau ou d’autres solvants. Cette méthode de 

conservation est connue depuis la préhistoire, les Eskimos l’utilisaient pour la préservation 

du poisson qui par déshydratation dans les températures très basses de l’arctique pouvait 

être conservé. Entre 1250 et 850 av J.-C. les Incas avaient remarqué qu’en déposant leur 

récoltes telles que les pommes de terre au-dessus du Machu Pichu ils pouvaient les 

conserver. Cela s’explique par les températures et la pression de l’air tellement basses à 

cette hauteur qui permet à l’eau de s’évaporer et de conserver ainsi les récoltes par 

lyophilisation. Tout au long de l’histoire humaine cette méthode de conservation avait 

également été utilisée par d’autres peuples tels que les vikings, les peuples sud-américains 

vivant dans les Cordillère des Andes et les Monks vivant sur le Koya (montagne sacrée dans 

le bouddhisme) au Japon (Varshney and Singh, 2015). 

Plus récemment, en 1935 le procédé de lyophilisation a également été mis en place 

par Flosdorf et Mudd pour un stockage à long terme du plasma sanguin (Flosdorf and Mudd, 

1935). Cependant le terme lyophilisation tel qu’on le connaît actuellement est utilisé grâce 

au travail de Rey  en 1976. Rey caractérise un produit déshydraté ayant la capacité 

d’absorption rapide d’un solvant (Rey, 1976). De nos jours cette méthode peut s’appliquer 

en pharmacologie pour la conservation des substances fragiles en solution aqueuse 

(principalement des échantillons d’origine biologique) afin d’obtenir une stabilité chimique, 

une conservation de la structure et de la qualité des tissus animaux et est également très 

utilisée dans le domaine de l’agroalimentaire. Les avantages de cette méthode de 

conservation sont multiples car elle permet une facilitation du transport, du stockage et une 

praticité d’utilisation. 

A ce jour les lyophilisateurs existent en plusieurs tailles. Les lyophilisateurs de 

paillasse sont le plus souvent utilisés dans les laboratoires de recherche et les lyophilisateurs 

plus grands pouvant atteindre plusieurs mètres carrés sont retrouvés majoritairement dans 
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l’industrie. Cependant leur principe reste le même, en résumé un lyophilisateur est composé 

de (figure 11) : 

- Une cuve comportant des étagères pour déposer les échantillons.  

-Un système de refroidissement ou frigorifique qui est en circuit fermé. Le 

condensateur dans ce système transforme la vapeur d’eau à son contact en glace afin de 

garder une pression optimale. Cela est nécessaire pour que le processus de sublimation se 

fasse de façon efficace.  

- Une pompe à vide qui permet l’évacuation des molécules d’air de la cuve. 

- Un système de contrôle afin d’afficher la température du produit, des plateaux et 

également la pression dans la cuve. Il permet de prévenir l’utilisateur du bon 

fonctionnement du cycle de lyophilisation. 

 
Figure 11 Schéma de notre lyophilisateur se trouvant à la banque de tissus du CHU de Rouen.  
Ce lyophilisateur est composé d’une pompe à vide et  de systèmes de contrôle d’une cuve. A l’ intér ieur 
de la cuve sont retrouvé s les deux plateaux chauffants avec un système de caloporteur (huile) et une 

sonde de température intégré e. La plaque chauffante du dessus est amovible  afin de réal iser  le 

bouchage des échantil lons en tournant la manivelle. Le  condensateur permet  la cr istall isat ion des 

molécules d’eau à sa surface.  

Le cycle de lyophilisation se réalise de façon générale en 3 phases : une congélation, 

une sublimation (dessiccation primaire) et une désorption (dessiccation secondaire) (Figure 

12). Pour ce faire les échantillons sont placés à l’intérieur des flacons dans un 

environnement stérile, par exemple sous PSM et sont transférés au lyophilisateur. Le cycle 

de lyophilisation peut commencer : 
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- Congélation : La congélation est la première étape du cycle de lyophilisation. Elle 

consiste à une diminution de la température de la cage du lyophilisateur à une vitesse de 1 à 

10°C par minute. A cette étape les échantillons passent d’abord par une phase de 

cristallisation de l’eau dite libre. La température finale de la phase de congélation est entre -

20°C et -80°C  selon le type d’échantillon. A ce stade des cristaux de glace se forment et une 

augmentation de la température du produit est observée. Cette première phase est la phase 

la plus dure à mettre en place. Les paramètres de température utilisés sont très variables 

selon la nature de l’échantillon, cela peut varier en rapport avec le taux d’eau (ou de solvant) 

du produit. La température et le temps de congélation de cette étape sont déterminants 

pour l’aspect du produit final. La phase de congélation doit être assez rapide afin de limiter 

la formation de gros cristaux de glace qui peuvent laisser des espaces trop grands et 

fragiliser la structure du produit après la déshydratation finale. 

- Sublimation : La sublimation est la première étape de déshydratation. Cette étape  

se fait par l’induction d’une chaleur constante aux échantillons grâce à l’étagère chauffante. 

L’augmentation de la température des étagères se fait par la circulation de liquide 

caloporteur au sein de celles-ci. Cette étape permet la sublimation de la glace créée dans 

l’étape de congélation. Pendant la phase de sublimation, le piégeage des molécules d’eau 

ainsi que leur évacuation par la pompe doit se faire au fur et à mesure afin de garder une 

pression basse dans l’enceinte de la cuve du lyophilisateur. La différence de température des 

échantillons et du piège est également importante dans ce procédé. Le piège doit être à une 

température plus basse que l’échantillon pour que la tension de vapeur (la pression des 

molécules d’eau) au-dessus de l’échantillon soit plus forte que la pression des molécules 

d’eau de l’atmosphère environnant l’échantillon. Cela facilite fortement l’évaporation des 

cristaux de glace. 

- Désorption : L’étape de désorption est la deuxième étape de déshydratation. A ce 

stade l’eau résiduelle liée avec l’échantillon est réduite au minimum afin de permettre une 

préservation longue de la membrane. Cette deuxième phase de déshydratation est 

nécessaire car certains cristaux de glace formés dans les régions plus basses de l’échantillon 

peuvent être piégés en traversant les couches plus hautes. Cette dernière phase doit se faire 

à des températures plus élevées que la déshydratation primaire mais qui maintiennent la 

stabilité du produit. Au final, le flacon comportant l’échantillon est bouché sous vide et prêt 

au capsulage et à l’étiquetage.  
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Enfin et après le capsulage et l’étiquetage de l’échantillon, les lyophilisats peuvent 

être conservés à température ambiante (Pisano et al., 2010). 

 
Figure 12 Étapes de lyophilisation.  

Le cycle de lyophilisation comporte une étape de congélation de l’eau ou du solvant suivie par une sublimation et une 
désorption afin d’enlever l’eau résiduelle. Les flacons comportant les échantillons sont fermés sous vide. Les échantillons 

sont sortis de la cuve de lyophilisation et étiquetés. 

Le cycle complet de lyophilisation peut durer de quelques heures (8h) à plusieurs 

jours. Il est représenté sous forme de courbe sur laquelle les différents paramètres 

importants dans la lyophilisation sont montrés, (Figure 13) : 

-Température du produit et de l’étagère 

-Température du piège 

-Pression à l’intérieure de la cuve 

Les différentes phases de lyophilisation ainsi que les courbes représentées sont 

communes quelle que soit la nature de l’échantillon. L’aspect de la courbe reflète la qualité 

du cycle complet de lyophilisation. 
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Figure 13 Courbe caractéristique de la lyophilisation. 

La courbe de lyophilisation représente les températures des étagères, du produit et du piège et de la pression dans la cuve. 

Cette courbe de lyophilisation est caractérisée par une descente en température au moment de la congélation et une 

augmentation de celle-ci représentée par un petit pic au niveau de l’échantillon. Ce pic représente l’augmentation naturelle 
de la température au sein de l’échantillon après la congélation. Ce phénomène est observé dans tous les types 

d’échantillons. Par la suite les deux phases de dessiccation sont observées par une augmentation de la température de 

l’étagère durant la première phase de déshydratations, une augmentation de la température de l’échantillon observé à la 

suite de la première déshydratation et une diminution de la pression pour une déshydratation complète à la deuxième 

phase de déshydratation. Ces différents paramètres sont importants pour une lyophilisation optimale. (Floc’h, 2011) 

La mise en place des méthodes de lyophilisation de la membrane amniotique afin 

qu’elle puisse garder les mêmes propriétés que la membrane congelée a intéressé de 

nombreuse équipes de recherche. Rodriguez-Ares et coll. ont montré que la structure de la 

membrane basale de la membrane amniotique lyophilisée qui est un facteur important dans 

le processus de cicatrisation n’était pas altérée par la lyophilisation. Cependant le taux de 

facteurs de croissance important dans la cicatrisation avait beaucoup diminué dans les 

membranes lyophilisées par rapport aux congelées (Rodríguez‐Ares et al., 2009). Cette 

diminution du taux de facteurs de croissance est également observée par d’autres groupes  

(López‐Valladares et al., 2010). Cependant Allen et collègues ont démontré qu’avec 

l’utilisation de lyoprotecteur la diminution du taux de ces facteurs est évitable dans les 

membranes lyophilisées, mais que la structure de ces membranes pouvait être altérée  

(Allen et al., 2013).  

Tous ces résultats confirment que la méthode de lyophilisation de la membrane 

amniotique nécessite une amélioration, mais que son utilisation reste bénéfique dans la 

cicatrisation de la surface cornéenne et est également intéressante au niveau économique. 
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7. Étude II Mapping de la membrane amniotique 

 
 La membrane amniotique est un tissu avec des propriétés très intéressantes dans le 

domaine de la cicatrisation. Les membranes amniotiques utilisées dans les greffes de la 

surface oculaire sont issue de placenta de donneurs sains. Ces placentas sont collectés et 

traités par antibiotique au sein des banques de tissus. Les donneurs sélectionnés sont 

séronégatifs (pour le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), de l’Hépatite B, de 

l’Hépatite C et de la Syphilis) et sans pathologie liée au placenta. Cependant aucun test n’est 

réalisé sur la qualité et la teneur en facteurs de croissance de ces membranes collectées. 

Comme expliqué plus haut, les facteurs de croissance présents dans la membrane 

amniotique jouent un rôle très important dans le processus de cicatrisation. Différentes 

études ont montré une variation de l’expression de l’EGF et du TGF- entre différents 

donneurs et également entre les différents zones de la membrane amniotique (Hopkinson et 

al., 2006; Gicquel et al., 2009). Dans notre étude, nous avons analysé le taux des facteurs de 

croissance d’intérêt (HGF, EGF, KGF, NGF, TGF-) dans différentes membranes amniotiques 

issues de placenta après césarienne ou accouchement par voie basse. Nous nous sommes 

également intéressés à l’analyse de la probable variation en teneur de ces facteurs au sein 

du même placenta. 

De façon conventionnelle en France les membranes préparées pour la greffe sont 

dénudées de leur couche spongieuse (couche présente entre l’amnios et le chorion). 

Hopkinson et coll. ont également observé une variation du taux de TGF- selon la méthode 

de préparation de la membrane qui permettait de garder ou non la couche spongieuse. Dans 

cette étude, nous avons regardé si cette variation est également observée avec les autres 

facteurs de croissance. 

Les résultats de cette étude sont présentés sous forme d’article dans la partie résultats. 

8. Étude III Matrice de collagène 

La recherche de nouveaux implants artificiels est depuis longtemps un sujet d’étude, que 

cela soit pour une utilisation chez la cornée ou d’autres parties du corps. La première 

publication concernant la possibilité de remplacer une cornée malade remonte au 18ème 

siècle par Pellier De Quengsy. Il publia dans un ouvrage « Précis ou Cours d’Opération sur la 

Chirurgie des Yeux » la possibilité de remplacer la cornée par une cornée artificielle faite à 
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partir de verre entouré d’un anneau d’argent puis suturée à la sclère avec des fils de cotons. 

Par la suite, d’autres modèle d’implants ont été réalisés qui étaient pour la plus part  des 

matériaux inertes et rigides entrainement une inflammation post opératoire. Ces matériaux 

ne permettaient pas une hydratation et un apport suffisant en nutriments ainsi qu’en 

oxygène.  

A ce jour de nouveaux implants sont commercialisés qui donnent de bons résultats. Les 

kératoprothèses font partie des premières générations de cornée artificielle qui ont montré 

leur bienfait au niveau clinique (Griffith et al., 2002; Hicks et al., 2002). Ces prothèses sont 

des biomatériaux tels que la Boston KPro issu du tissu conjonctif ou que l’osteo-odonto-

keratoprothesis  (OOKP) issu de l’os ou de la dent (Gomaa et al., 2010; Colby and Koo, 2011). 

La Boston KPro est la prothèse la plus utilisée mondialement. D’autres implants à base de 

collagène incorporant un antibiotique, la vancomycine, ont été testés chez le lapin avec une 

keratitis bactérienne, staphylococcus aureus (Riau, 2016). L’utilisation des peptides anti-

microbiens (AMPs) dans les implants a également montré une efficacité anti-infectieuse. 

Contrairement à l’antibiotique ces peptides entrainent un risque de développer des 

résistances microbiennes (Tan et al., 2014). 

Le collagène par sa présence en grande majorité dans le tissu cornéen est un très bon 

candidat pour une greffe d’implant. Zieske et coll. ont représenté les différents types de 

collagènes dans le tableau 3. 

Tableau 3 Résumé de l'emplacement et du type de collagènes retrouvés dans les différentes couches de la cornée.  

 

(Zieske). 
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Cette protéine est naturellement présente dans la MEC  de la cornée, La 

transparence et la  facilité d’accès à ce matériel sont des points positifs à son utilisation. Le 

collagène peut être directement obtenu in vivo ou bien être complètement synthétisé in 

vitro. Certaines équipes ont obtenu un stroma stratifié par la superposition de matrice 

extracellulaire produite par les fibroblastes en culture (Proulx et al., 2010). Dans certaines 

étude, le collagène est également lié à une molécule anti-inflammatoire afin d’éviter le rejet 

des biomatériaux tels que 2-methacryloyloxyethylphosphorycholine, MPC (Jangamreddy et 

al., 2019). Le collagène de type I est non-immunogène et est un très bon candidat pour la 

réalisation de ce type d’implant car est présent en grande quantité dans le stroma cornéen. 

Dans notre étude in vivo de biocompatibilité, en collaboration avec le docteur Gervaise 

Mosser à l’université Paris 6 et la satt lutech, nous avons utilisé une matrice de collagène I 

non couplée à d’autres molécules. Différentes concentrations de collagènes ont été testées. 

La concentration de collagènes doit être de telle manière que la matrice reste transparente 

et assez rigide mais pour autant facilement manipulable pour une transplantation réussie au 

niveau de la cornée. La concentration de cette matrice est également un facteur très 

important dans le sens où une fois implantée elle puisse être colonisée par les cellules de la 

cornée de l’hôte et idéalement être dégradée et remplacée par la MEC naturelle de la 

cornée secrétée par les  fibroblastes. 
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La membrane amniotique est un bio matériel connu depuis longtemps et utilisée pour 

son efficacité dans le processus de cicatrisation. Dans le cadre de ce travail, l’objectif 

principal est la validation de l’usage clinique des Membranes Amniotiques Humaines 

lyophilisées (MAHL) à la banque de tissus du CHU de Rouen pouvant répondre à un besoin 

humanitaire (collaboration avec ophtalmo sans frontière). 

L’utilisation de MAHL en thérapie tissulaire implique une caractérisation de ces membranes.  

1- Analyser les propriétés physicochimiques et biologiques des MAHL par deux 

approches : l’une structurelle et l’autre protéomique sont réalisées. 

a. Protéomique : une méthode ciblée, la méthode ELISA, par le dosage des 

facteurs de croissance et une méthode globale de dosage protéique, label-

free. 

b. Structurel : Une analyse histologique par coloration HES et une analyse plus 

précise de la structure de la membrane basale et du stroma par microscopie 

électronique des membranes amniotiques est réalisée.  

2- Évaluer la capacité des MAHL à promouvoir l’épithélialisation par des cellules 

cornéennes humaines isolées : 

a. Caractériser les cellules épithéliales cornéennes isolées sur le plan 

phénotypique (immunofluorescence) et transcriptionnelle (RT-PCR). 

b. Evaluer la ré-épithélialisation des MAHL dénudées par des cellules 

épithéliales de cornée in vitro. 

Le deuxième objectif étant d’obtenir une cartographie de l’expression des facteurs de 

croissances d’intérêt de la membrane amniotique (Mapping) et également de la couche 

spongieuse existant entre l’amnios et le chorion. 

-  Un dosage de facteurs de croissance d’intérêt dans les membranes amniotiques 

fraîches issues de césarienne et voie basse par ELISA est réalisé. 

Dans le cadre d’une collaboration avec le Docteur Gervaise Mosser de l’université Pierre 

et Marie Curie et la Satt Lutech, l’analyse in vivo de la biocompatibilité d’une matrice de 

collagène I est réalisée. 

- Des implantations Inlay et Onlay ont été réalisées avec cette matrice au niveau de la 

cornée des lapins. 

-  
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1. Étude I LYOPHILISATION DE LA MEMBRANE AMNIOTIQUE 

1.1. MATERIELS ET METHODES 

1.1.1. Prélèvement de la membrane amniotique Humaine (MAH) 

 
Le placenta a été prélevé après l’accord de la mère, au cours d'une césarienne 

programmée. Il a été décontaminé 24 à 48 heures dans du tampon phosphate saline (PBS) 

comportant 0.2 µg/mL de pénicilline et d’amoxicilline. Avant la manipulation le placenta a 

été rincé avec du PBS, puis étalé sur une coupole de 200 mm de diamètre. La MAH a été 

clivée du placenta et découpée en 20 à 30 carrés d’environ 3 cm2 puis appliquée face stroma 

contre un support de nitrocellulose. Les membranes découpées ont ensuite été conservées 

soit par congélation (méthode standard utilisée en clinique) soit par lyophilisation (méthode 

en cours de développement). 

Ces MAH ont été mises en quarantaine dans l’attente des résultats des analyses de 

sérologies (recherche du virus de l’immunodéficience humaine-VIH,  du virus de l'hépatite C, 

du virus de l'hépatite B et de la Syphilis), des contrôles microbiologiques (bactériologiques et 

fongiques) et de l’analyse histologique. L’ensemble des résultats négatifs permettent la 

validation de l’utilisation en clinique du lot de membranes amniotiques. 

1.1.2. Conservation de la membrane amniotique humaine (MAH) 

 
1.1.2.1. Cryoconservation 

Les MAH ont été congelées dans un milieu contenant du Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) [Gibco], du glycérol [Panpharma], de la pénicilline 50μg/ml [Panpharma], 

de l’amikacyne 50 μg/ml [Mylan], de la gentamycine 100 μg/ml [Panpharma], de 

l’amphotéricine B 2,5 μg/ml [Bristol-Pyers] et de l’amoxicilline [Panpharma] puis placées à - 

80°C. 

1.1.2.2. Lyophilisation  

Les échantillons de MAH ont été placés dans la chambre étanche du lyophilisateur 

[Cryotec] sur le plateau dans lequel circule le liquide caloporteur afin d’amener les 

échantillons aux températures nécessaires aux différentes étapes de lyophilisation. La 

recette de lyophilisation a été entrée dans l'outil informatique, la procédure de lyophilisation 

a été mise en route et a pu être suivie en temps réel. Une fois le cycle de lyophilisation fini, 
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les contenants des échantillons ont été mis sous vide et fermés manuellement directement 

dans la cuve du lyophilisateur grâce à la manivelle prévue à cet effet (voir figure 11). 

1.1.3. Analyse protéomique de la MAH 

 
1.1.3.1. Extraction Protéique 

 
Les MAH C ont été décongelées à température ambiante pendant 20 minutes. Puis 

les MAH C décongelées et les MAH L ont été placées dans 5 mL de PBS [Gibco] pendant 10 

minutes avec un changement de bain de PBS au bout des 5 premières minutes. Les 

membranes de nitrocellulose ont été retirées pour chacune des conditions testées et les 

surplus de PBS ont été éliminés par une centrifugation de 2 minutes à 800 g à température 

ambiante. Les MAH ont ensuite été pesées. Par la suite chaque échantillon a été placé dans 

0,5 mL de tampon RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer) [Sigma] contenant des 

inhibiteurs de protéases et de phosphatases [Thermo scientifique]. La dilacération du tissu a 

été effectuée à l’aide de billes de silice [Precellys®] avec l’appareil Precellys 24 [Bertin] : 4 à 5  

cycles de 6000 tours pendant 30 secondes. Entre chaque tour les échantillons ont été placés 

dans de la glace afin de décanter la mousse produite par l’agitation. Les tubes ont été 

centrifugés à 16 000 g pendant 7 minutes et 30 secondes à température ambiante et le 

surnageant contenant les protéines a été récupéré et dosé ou conservé à -80°C. 

1.1.3.2. Dosage des protéines totales 

 
Le dosage des protéines totales a été effectué par colorimétrie à l’aide du kit BCA 

(Bicinchoninic Acid Protein) [Thermo Fisher Scientific] et d’une gamme étalon de BSA (Bovine 

Serum Albumin) de 0 à 2 000 μg/mL puis une lecture au spectrophotomètre [Eppendorf, 

Biphotometre] à 562 nm a été réalisée. 

1.1.3.3. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

 
L’analyse protéomique ciblée a été réalisée par ELISA avec un kit commercial selon 

les instructions du kit [Biotechne, R&D systems]. Les facteurs de croissance ciblés ont été 

l’EGF, le HGF, le KGF, le NGF et le TGF- Les anticorps (Ac) de capture ont été coatés dans 

des puits de plaque ELISA pendant la nuit à température ambiante. Par la suite une étape de 

lavage a été réalisée en 3 fois avec du PBS [Eurobio] et 0.05% de Tween 20 [Fisher 

Scientifique]. Par la suite les Ac de capture ont été bloqués avec 1% de BSA Tween 20 (block 

buffer) pendant 1 heure à température ambiante. L’Ac de capture du TGF- a été bloqué 
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avec du PBS Tween 20 à 5%. S’en est suivi l’étape de lavage et l’incubation avec l’anticorps 

de détection pendant 1 heure à température ambiante. Après une étape de lavage, la 

Streptavidine-HRP a été ajoutée et incubée à l’obscurité pendant 20 minutes à température 

ambiante. La solution de substrat (1/1 H2O2 + Tetramethylbenzeidine) a été ajoutée et 

incubée pendant 20 minutes à température ambiante. La réaction a été arrêtée avec de 

l’acide sulfurique à 2N. Les résultats ont été lus à densité optique (DO) de 450 nm avec le 

spectromètre [Multiskan FC microplate reader, Thermo Fisher]. 

1.1.3.4. Label-Free 

 
L’approche « Label-free » est une technique de quantification des protéines par 

spectrométrie de masse en haute résolution. Cette approche consiste à comparer la quantité 

relative des peptides résultants d’une protéolyse globale entre plusieurs échantillons. 

L’ensemble des expérimentations présentées ci-dessous a été réalisé en collaboration avec 

la plateforme de protéomique PISSARO (IRIB). 

Dans un premier temps, une extraction protéique sur les tissus « Congelés » (n=15) et 

« Lyophilisés » (n=14) a été réalisée. La technologie FastPrep [MP BiomedicalsTM, instrument 

FastPrep-24TM 5G], permettant un broyage mécanique simultané et homogène de tous les 

échantillons, a été utilisée. Brièvement, les tissus ont été lavés au PBS 1X puis placés dans un 

tube de matrice de lyse [Matrix Lysis D, MP BiomedicalsTM] dans 500µL d’un tampon de 

solubilisation 2R2D (Urée 7 M, Thiourée 2M, DTT 20 Mm, C7BzO 0.5% Chaps 2% et TBF 

0.005%). Le broyage a été effectué en 4 cycles de 40 secondes à 6m/s. Les broyats ont 

ensuite été centrifugés (10000g, 8min, 4°C) et la fraction protéique présente dans le 

surnageant a été récupérée et conservée à 4°C pour les analyses ultérieures. 

Dans un second temps, la concentration protéique de chaque échantillon a été 

calculée avec la méthode Bradford et lu à 595nm [Victor3 1420, Perkin Elmer]. Afin de 

valider les dosages protéiques, un gel SDS-PAGE (12,5% d’acrylamide) sur 6 échantillons 

aléatoires (5 µg) a été réalisé. Après migration, la coloration au NiAg du gel a permis de 

vérifier l’intensité des bandes protéiques pour chaque échantillon et ainsi écarter 

l’hypothèse d’une mauvaise estimation de la concentration protéique. Cette étape est 

primordiale car une erreur de concentration d’un échantillon engendrerait des différences 

majeures lors de l’analyse quantitative différentielle. 



  

74 
 

Dès lors que le dosage Bradford a été réalisé et validé, le protocole « Label free » 

peut alors être entrepris. Pour chaque échantillon, 25µg de protéine ont été déposés sur un 

gel de polyacrylamide 7% puis une migration (10mA/gel pendant 1h10) a été lancée afin de « 

piéger » l’ensemble des protéines dans un volume minimum de matrice « gel ». Une étape 

de coloration et de décoloration au bleu de Coomassie a permis de visualiser les bandes 

protéiques qui ont ensuite été découpées, prélevées dans un tube Eppendorf, puis lavées à 

l’aide de plusieurs bains d’eau milliQ. A la suite de cette migration, la digestion trypsique a 

été lancée. 

Le protocole de digestion permet de découper les protéines au niveau des résidus 

aminés lysine et arginine pour obtenir un pool peptidique. Brièvement, les bandes 

protéiques ont dans un premier temps été réduits (DTT 5mM) puis alkylés (Iodoacétamide 

20mM). Cette étape évite la formation de pont disulfure difficile à appréhender lors des 

analyses de spectrométrie de masse. Dans un second temps les bandes ont été déshydratées 

(Acétonitrile (ACN) 100%) puis séchées au Speedvac. Puis, elles ont été incubées toute la nuit 

à 37°C en présence de trypsine (ratio 1:20). Ensuite, les peptides obtenus lors de l’incubation 

ont été récupérés à l’aide de bains successifs de TFA 0,1% puis d’ACN 100%. Les fractions 

peptidiques obtenues ont à leur tour été séchées et conservées à température ambiante 

jusqu’à l’analyse par spectrométrie de masse. 

A ce stade les échantillons ont été gardés à température ambiante en attendant 

d’être analysés.  

Avant de lancer les analyses de spectrométrie, les fractions peptidiques séchées ont 

été reprises dans de l’acide formique 0,1% à une concentration de 1µg/µL puis dilué au 

1/5ème. Les échantillons ont alors été placés dans une puits  spécifique puis injectés (1µL) 

dans une chaîne chromatographique (HPLC) couplée à un spectromètre de masse haute 

résolution [Orbitrap, Thermo]. Les méthodes de chromatographie et de masse ont été 

réalisées et validées par la plateforme PISSARO. Les datas obtenus suite à cette analyse ont 

été traités par deux logiciels différents. L’analyse d’identification a été réalisé grâce au 

logiciel Proteome DiscovererTM et les analyses de quantifications par la logiciel Progenesis. 
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1.1.4. Analyse structurelle de la MAH par microscopie électronique à transmission 

 
La microscopie électronique est une technique de microscopie utilisant des faisceaux 

d’électron de haute énergie traversant un échantillon très mince. Cette technique permet 

une analyse de la microstructure des échantillons avec une résolution très haute pouvant 

aller jusqu’à une résolution atomique. L’ensemble des expérimentations présentées ci-

dessous a été réalisé en collaboration avec la plateforme d’imagerie PRIMACEN.  

La fixation a été réalisée avec un mélange de PAF 2% (Paraformaldehyde), Glutamate 

2% dans du tampon cacodylate (0.1M à ph 7.2) pendant 2 heures. S’en est suivie une 

première étape de rinçage au tampon Caco 0.1M et la post fixation avec de l’OsO4 1% dans 

du tampon cacodylate pendant 1 heure.  

Un deuxième rinçage dans du tampon cacodylate a été réalisé, à ce stade la fixation était 

complète. 

L’étape de la déshydratation est importante car la résine ne polymérise pas avec 

l’eau. La déshydratation s’est faite par l’utilisation de différents bains d’éthanol, 50%, 70%, 

95% et finalement de 100%. 

L’enrésinement s’est fait sous agitation et à température ambiante avec du Spurr 

resin [Electron Microscopie] à différente concentration sur deux jours. Le premier jour un 

bain de Spurr à 50% sur la journée suivi d’un bain de Spurr à 70% sur la nuit a été réalisé. Le 

bain de Spurr 100% a été fait sur la deuxième journée (24 heures).  

La mise en moule a été faite dans des moules cylindriques à fond plat. Les 

échantillons ont été mis à plat dans le moule pré rempli à 1/3 de résine puis complété avec 

la même résine. La polymérisation a été faite à 60°C pendant 24 heures. 

Après le démoulage la résine comprenant l’échantillon a été coupée en rond. 

Les échantillons enrésinés ont été placés de façon verticale dans un moule et la 

résine a été ajoutée sur les échantillons. La polymérisation s’est faite à 60°C pendant 24 

heures. 

Les échantillons ont été à nouveau démoulés. A ce stade les échantillons étaient 

prêts pour la phase de dégrossissement. 

Les étapes de dégrossissement et de lissage avec les différents couteaux ont été 

réalisées avec l’ultra microtome UC7 ou UC6  [Leica]. Les échantillons ont été dégrossis avec 

une lame puis lissés au couteau de verre à une épaisseur de 500 nm. Les coupes ont été sur 
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une goutte de poly-L-lysine 0,01% puis séchées et colorées au bleu de Toludine (0,5%). Elles 

ont été vérifiées sous loupe et l’emplacement sur l’échantillon pour réaliser la coupe ultra a 

été choisi. Les échantillons ont été à nouveau dégrossis afin de n’avoir que la partie 

d’intérêt. Par la suite ils ont été lissés avec un couteau de diamant histo [DiATOME] avec des 

coupes à 500nm. La coupe ultra a été réalisée à une épaisseur de 90 nm avec un couteau de 

diamant ultra à 45° [DiATOME] et ces coupes ont été placées dans les grilles pour l’étape de 

contraste. 

Le contraste des grilles a été réalisé dans un bain d’acétate d'uranyle pendant 10 

minutes, suivi d’une première étape de lavage avec l’eau ultra pure. Par la suite les grilles 

ont subi un deuxième bain de 10 minutes de citrate de plomb. Après une deuxième étape de 

lavage, les grilles ont été laissées sécher pendant la nuit. 

Les échantillons ont été analysés sous microscope électronique à transmission [TENAI 

– SCUEOR-RDC-108 – SB, MLFG]. 

1.1.5. Culture primaire des cellules épithéliales 

 
La culture primaire des cellules épithéliales a été réalisée à partir de cornées de 

donneur décédés (Banque de tissu de Rouen) et non utilisables en thérapeutique. Cette 

culture a été réalisée par deux stratégies. Isolement de cellules épithéliales à la suite d’une 

extraction enzymatique de cornée ou culture directe d’explants limbiques.  

Dans les deux cas, les milieux de culture utilisés ont été : Soit le DMEM/F12 [Lonza], 

SVF 10% [Gibco], glutamin 1X [Gibco], insuline 5 μg/mL [Lilly], EGF 10 ng/mL [Preprotech] et 

gentamycine 50 μg/mL [Panpharma], soit le D-KSFM [Gibco], SVF 10% et gentamycine 50 

μg/mL.  

Culture à partir d’extraction enzymatique des cellules de cornée :  

Le milieu de conservation des cornées, Cornemax [Eurobio], a été éliminé et les 

cornées ont été lavées 2 fois avec du PBS. La sclère ainsi que le centre de la cornée ont été 

séparés à l’aide d’un scalpel. La partie correspondant au limbe a ensuite été digérée à l’aide 

d’une solution contenant de la Dispase II 50 mg/mL [Roche] pendant 2 heures à 37°C ou 

pendant 18 heures à 4°C en présence de 100 mM de sorbitol. Par la suite, la surface de 

l’explant a été doucement grattée avec une pince ronde de façon à détacher le feuillet 

épithélial. L’épithélium obtenu a été centrifugé à 2000 rpm pendant 5 minutes à 

température ambiante. Le culot a été repris dans de la trypsine-EDTA 0,05% [Gibco] et 
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incubé à 37°C et 5% CO2 pendant 10 minutes. L’action de la trypsine a été stoppée par 

l’addition de 0,5 mL de SVF puis la suspension cellulaire a été centrifugée. Les cellules ont 

été comptées sur la lame de Malassez avec une coloration préalable au bleu de trypan 

[Sigma]. Les cellules ont été ensuite ensemencées dans des puits de plaque de culture ou sur 

la MAH étalée. 

Culture à partir d’explants (sans digestion enzymatique) :  

Le milieu de conservation des cornées a été éliminé et les cornées ont été lavées 2 

fois avec du PBS. La région correspondant au limbe, qui se situe entre la sclère et la cornée, a 

été séparée à l’aide d’un scalpel ou de ciseaux. Par la suite, des explants limbiques d’environ 

3 mm ont été découpés ;  chaque explant a été positionné face épithéliale vers le haut et 

laissé sous le PSM pour adhérer à 1 puits d’une plaque de culture ou à la MAH étalée. Une 

goutte de milieu de culture a été déposée sur chaque explant et incubée à 37°C et 5% CO2 

pendant la nuit. Cette étape permet une adhésion plus forte de l’explant à la plaque tout en 

empêchant son dessèchement qui causerait la mort cellulaire. Le lendemain, 1 mL de milieu 

de culture a été ajouté par puits. Le milieu de culture a été changé tous les 2 à 3 jours. 

1.1.5.1. Culture des CEC sur MAH 

 
Les cellules épithéliales cornéennes isolées ont été cultivées sur une membrane 

amniotique dénudée. Les MAH ont été dénudées via une incubation de 20 minutes dans une 

solution de Trypsine puis l’épithélium a été éliminé de façon mécanique à l’aide d’un 

grattoir. Après dé-épithélialisation, la MAH a été séparée de sa membrane de nitrocellulose 

et placée au fond d’un puit d’une plaque 6 puits. L’efficacité de la dé-épithélialisation a pu 

être contrôlée sous microscope optique. Un temps de pose de minimum 2 heures a été 

nécessaire pour que la MAH adhère à la plaque de culture. Ces MAH ont pu être incubées 

avec le milieu de culture à 37°C et 5% de CO2 et ont été utilisables pendant 4 jours.  

La culture de cellules épithéliales sur membrane amniotique a été réalisée soit à 

partir de cellules extraites enzymatiquement, soit à partir d’explant comme précisé ci-

dessus. La capacité d'adhésion a ensuite été observée sous microscope optique. 

1.1.6. Caractérisation des cellules épithéliales 

 
1.1.6.1. Immunofluorescence 
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L'immunofluorescence est une méthode de détection d'expression et de localisation 

d'un antigène grâce à l'utilisation d'anticorps couplé à un fluorochrome. Dans le cadre de ce 

projet, cette méthode nous a permis de détecter et de déterminer la localisation des 

cytokératines 3 et 12. 

Pour ce faire, les cellules ou explants ont été cultivées sur des labtek ou des plaques 

de cultures [Thermo Fisher Scientifique] ou sur MAH. Dans tous cas les cellules ont été fixées 

à l’éthanol absolu pendant 10 à 15 minutes. L’alcool a été éliminé par retournement et les 

cellules ont été perméabilisées avec du PBS-Tween 0,1% pendant 30 minutes à température 

ambiante, puis rincées avec du PBS. Le PBS-SVF 1% a été ajouté pendant 30 minutes à 

température ambiante. Un lavage de 5 minutes au PBS a été réalisé, les anticorps primaires 

(CK3, CK12) ont été ajoutés, suivi d’une dilution au 50ème avec du PBS-BSA 1%. Après 1 

heure d’incubation à température ambiante les lames ont été rincées 3 fois avec du PBS-

Tween 0,1%. Les anticorps secondaires ont été ajoutés avec une dilution au 1000ème dans 

du PBS-BSA 1% et placés 1 heure à l’obscurité à température ambiante, anti-mouse dilution 

fluorochrome Alexa fluor 647 [Invitrogen], anti-rabbit dilution fluorochrome Alexa fluor 488 

[Abcam]. 

Les puits ont été rincés 3 fois avec du PBS-Tween 0,1%. Un contre marquage Hoescht 

a été réalisé pour marquer les noyaux cellulaires. Le Hoescht [Sigma] a été dilué au 10 

000ème dans du PBS et incubé pendant 5 minutes à l’obscurité. Les puits ont été à nouveau 

rincés 3 fois, puis 3 gouttes de milieu de montage [Immuno concepts] ont été ajoutées par 

lame et une lamelle a été déposée. Les lames ont été lues au microscope à fluorescence 

[Apoptom], par le logiciel Zen. 

1.1.6.2. RT-PCR 

 
La Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction est une méthode d'analyse de 

recherche d'expression d'ARNm. Ici, l’objectif était de caractériser les cellules épithéliales 

cornéennes par l’expression de différents ARNm. 

Les séquences des ARNm ont été obtenues de la data base de nucléotide NCBI et le 

design des amorces a été réalisé à l’aide du logiciel primer3.ut.ee. Les séquences des 

différentes amorces utilisées sont : CK3 5’-TGGACCTGGACAGCATCATT-3’, 3’-

TGCTTCTTGACACCCTCGAT-5’ 220 ; CK12 5’-TGGAGATTGAGACCTACCGC-3’, 3’-

ACCATTCACCATCTCCTGCA-5’ 170 ; Connexine 43 5’-AAAGTACCAAACAGCAGCGG-3’, 3’-
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CTCCAGCAGTTGAGTAGGCT-5’ 213 ; S100A4 5’-ATGCAGGACAGGAAGACACA-3’, 3’-

ATGCAGGACAGGAAGACACA-5’ 203; ABCG2 5’-GCTACACCACCTCCTTCTGT-3’, 3’-

GGAAGAAGAGAACCCCAGCT-5’ 195; Vimentine 5’- GAGTCCACTGAGTACCGGAG-3’, 3’-

ACGAGCCATTTCCTCCTTCA-5’ 192; 

Extraction et dosage des ARN : L’extraction des ARN a été réalisée à partir des cellules 

d’intérêts reprises dans 1 mL de TRIzol® [invitrogen®], qui contient une solution de phénol et 

de thiocyanate de guanidium permettant la lyse et la séparation des constituants cellulaires 

(acides nucléiques, protéines). Après une incubation de 5 minutes à température ambiante, 

le chloroforme a été ajouté, le tout a été mélangé par retournement puis laissé à 

température ambiante pendant 3 minutes et centrifugé à 12 000 G pendant 15 minutes à 

4°C. La phase supérieure contenant les ARNs a été mélangée avec l’isopropanol par 

retournement, incubée durant 10 minutes à température ambiante puis centrifugée à 12 

000 G pendant 10 minutes à 4°C. Le culot d’ARNs a été lavé avec de l’éthanol 75%, 

centrifugé pendant 5 minutes à 7 500 G à 4°C et séché avant d’être suspendu dans de l’eau 

stérile. La qualité et la quantité des ARNs ont été contrôlées sur l’Agilent 2100 Bioanalyser à 

l’aide du kit RNA 600 Nano Assay® [Agilent Technologies, Waldbronn]. Il permet une 

séparation électrophorétique en gel dans un réseau de micro-capillaires et la détection par 

fluorescence des fragments d’ARN. Il a ainsi permis d’analyser la taille des différents 

fragments présents et d’obtenir la concentration en ARN des échantillons par comparaison 

avec le marqueur RNA Ladder [Ambion]. Les ARNs à analyser ont été dénaturés à 70°C 

pendant 2 minutes et le mix gel-dye (0,5 μL de RNA 6000 Nano dye concentrate et 32,5 μL 

de RNA 6000 Nano gel matrice) ont été placés dans le puits G de la RNA 6000 Nano 

LabChip®. La puce avait été déposée dans une station permettant de faire le vide et de 

répartir le gel dans le réseau de microcapillaires. Ensuite, 9 μL de ce gel a été réparti dans les 

deux autres puits G (réservoirs) et l’RNA 6000 Nano Marker a été alors distribués dans 

chacun des 13 puits restants. L’ARNs à analyser avait été placé dans les puits et  RNA 6000 

ladder et déposé dans le dernier puits. 

La RT-PCR, transcription inverse des ARN messagers en ADNc a été réalisée en 

utilisant une amorce l’oligo dT qui s’hybride avec la queue polyA des ARNm, permettant 

d’initier la synthèse d’ADNc par la Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 

(M-MLV RT) [Invitrogen®, Breda] à partir d’ARN. Un mélange réactionnel d’oligodT à 10 mM, 

le dNTP à 10 mM, l’ARN et l’eau ont été mis à incuber pendant 5 minutes à 65°C, puis placés 
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à 4°C. Le mélange contenant du tampon 5X (250 mM Tris HCl pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM 

MgCl2), du DTT à 0,1 M et de l’ RNAse OUT à 40 U/μL a été ajouté à l’ARN et placé 2 minutes 

à 37°C. 1 Du M-MLV a ensuite été ajouté et l’ensemble a été incubé 1 heure à 37°C. Un tube 

témoin négatif, ne contenant pas d’ARN, a été réalisé, permettant de vérifier qu’il n’y avait 

pas de contamination. La PCR a été réalisée à partir des ADNc obtenues et diluées au 10ème. 

Le mélange réactionnel utilisé était constitué de MgCl2 à 1,5 mM, dNTP (10 mM), des 

amorces sens et anti-sens (0,5 μL à 20 μM), tampon 10X [Thermo scientifique] 0,1 μL de TAQ 

polymérase ABgene (0,5 unités) [Thermo scientifique] et de l’eau stérile en qsp 25 μL. 2 μL 

d'ADNc dilué au 10ème sont ajoutés. Un contrôle négatif sans matrice a été effectué pour 

chaque réaction de PCR et par couple d’amorces. Le mélange a ensuite été placé dans le 

thermocycleur [Applied Biosystems] pour subir les étapes de dénaturation (94°C, 36 cycle 

d'une minute), d’hybridation (60°C ,35 cycles d'une minute) et d’extension (72°C, 35 cycles 

de 30 secondes et un cycle de 5 minutes). La réaction de PCR a ensuite été vérifiée grâce à la 

réalisation d’un gel d’agarose 2 %. La présence de l’ADN a été contrôlée par une exposition 

aux rayons UV sur un transilluminateur. L’utilisation d’un marqueur de poids moléculaire a 

permis de déterminer la taille des fragments obtenus. 

1.1.7. Analyse in vivo  

 
1.1.7.1. Greffe de la membrane amniotique  

 
Le modèle utilisé a été le lapin New Zealand [Charles Rivers].  

L’anesthésie générale a été réalisée par l’utilisation de l’isoflurane [Belamont] à 5% pour 

l'induction et à 2.5% pour le maintien. Le gaz utilisé avec l’isoflurane a été l’air comprimé du 

fait de la courte durée de l'anesthésie.  

Les lapins ont été opérés uniquement sur l’œil gauche, l'autre œil étant nécessaire à la 

bonne qualité de vie du lapin. 

La procédure chirurgicale a été réalisée par le Pr Marc MURAINE sous microscopie 

opératoire. 

Après la désinfection locale par Bétadine ophtalmique 5% [MEDA] le blépharostat a été mis 

en place. Une anesthésie locale par collyre de chlorhydrate d’oxybuprocaine [Théa] a été 

réalisée.  
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Une trépanation très superficielle de la cornée sur un diamètre de 5 ou 6 mm a été 

réalisée, puis l’épithélium et une couche très superficielle de stroma cornéen (100 – 150 μm) 

ont été retirés à l’aide d’une spatule à dissection lamellaire.  

Une membrane amniotique de 5 ou 6 mm de diamètre (lyophilisée ou congelée) a  

alors été positionnée en regard de l’ulcère créé puis maintenue par un point de suture 

d’éthylon 10.0. Une injection sous conjonctivale de Kenacort Retard a été réalisée à la fin de 

l'opération. L’anesthésie par masque a été retirée et le lapin a été sous observation pendant 

environ 2 heures après l’opération. 

Par la suite les lapins ont reçu un traitement par une pommade ophtalmique Sterdex 

[Théa], anti-inflammatoire et antibactérienne, pendant une période de 4 jours, une à deux 

fois par jour. Les lapins ont été examinés deux fois par semaine à l’œil nu ou avec un 

biomicroscope couplé à un système de photographie et de vidéo. La ré-épithélialisation a été 

vérifiée par l’instillation de fluorescéine 0.5% [SERB]. 

1.1.7.2. Histologie 

 
Après le sacrifice des lapins, les cornées ont été fixées à la paraffine et coupées au 

microtome à 5 µm. La coloration Hématoxyline Éosine Safran (HES) a été réalisée. Ces étapes 

ont été réalisées au CHU de Rouen. 

 
1.1.7.3. Immunohistochimie  

 
L’immunohistochimie est une méthode de détection, par un anticorps, d’une 

protéine recherchée dans un tissu. Les résultats peuvent être lus par un microscope optique. 

 Les coupes ont été déparaffinées par différents bains, 2 bains de Xylène pendant 5 

minutes, 2 bains d’éthanol 100% pendant 5 minutes, 2 bains d’éthanol à 96% pendant 5 

minutes, un bain à l’éthanol à 70% pendant 5 minutes puis un bain rapide à l’eau milliQ. 

Les coupes ont été recouvertes avec le Bloxall Endogenous Peroxidase and Alkaline 

Phosphates Blocking Solution [Vector SP 6000], puis ont été incubées pendant 10 minutes à 

température ambiante suivi  d’un lavage rapide au PBS. 

Du sérum normal de cheval  à 6% dans du PBS [Vector Vectastain ABC kit Mouse 

Imunoglobuline G, IgG, PK-6102] a été ajouté et laissé incuber pendant 10 minutes à 

température ambiante. 
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L’excès de solution a été retiré et l’anti-CK 3 [Gibco] dilué au 1/100 dans du sérum de 

cheval à 1,5% a été ajouté. Une incubation de 2 heures à température ambiante suivi d’un 

lavage avec du PBS a été réalisée. 

L’anticorps secondaire biotinylé, cheval anti immunoglobuline G souri [Vector 

Vectastain ABC Kit Mouse IgG PK-6102] a  été dilué dans du sérum de cheval à 1,5% et les les 

coupes ont été incubées pendant 10 minutes à température ambiante. 

L’Avidine DH a été ajoutée dans 1 ml de PBS puis dans de l’Horseradish Peroxidase H 

Biotinylé (Reagent B) [Vector Vectastain ABC kit Mouse IgG PK-6102]. Les lames ont été 

laissées à température ambiante pendant 10 minutes puis lavées au PBS. 

Du Buffer Stock Solution avec de l’AEC Stock Solution et 16 µl  de Hydrogen Peroxide 

Solution dans 1 ml d’eau distillée a été ajouté et laissé incuber pendant 20 minutes. 

La contre coloration avec Hematoxylin QS Nuclear Counterstain [Vector H-3404] a été 

réalisé et les lames ont été rincées à l’eau distillée. 

Le montage avec le milieu de montage aqueux [VectaMount AQ Mounting medium 

Vector H-5501] a été réalisé et les lames ont été laissées sécher à température ambiante. 

1.1.8. Analyses statistiques 

 
Les données issues des différentes expériences ont été saisies à l’aide du logiciel 

GraphPad Prism® v.5.00. Les tests statistiques effectués sont des two-way ANOVA avec un 

post-test de Bonferroni. * p value <0.05, ** p value <0.01, *** p value <0.001. 

1.2. RESULTATS 

1.2.1. Étude in vitro de la capacité d’épithélialisation des MAH L et MAH C 

 
L’étude in vitro de la capacité d’épithélialisation des MAH L et MAH C a été réalisée 

en deux étapes. La première étape a été la mise au point de la culture en plaque des CEC 

suivie de leur caractérisation. Une fois la méthode de culture des CEC validée, la seconde 

étape a consisté à la mise en culture des CEC sur les MAH L et MAH C.  

1.2.1.1. Mise au point de la culture primaire des CEC 

 
Afin de mettre en place la culture primaire des CEC, deux paramètres ont été pris en 

compte : le milieu de culture et la méthode d’extraction des cellules à partir de la cornée. 

1.2.1.1.1. Milieu de culture  
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Les milieux de culture les plus utilisés pour la culture des CEC sont souvent composés 

soit d’un mélange des deux milieux de culture le Dulbecco's Modified Eagle Medium / Ham 

F12, auxquels a été ajoutée de l’EGF, du SVF à 10%, de l’insuline, de la transferrine, de 

l’hydrocortisone et de la toxine de choléra appelé SHEM, soit des milieux commerciaux tels 

que le KSFM (keratinocyte free serum medium) et Opti-MEM®. Dans la littérature, 

l’utilisation des cellules 3T3 (fibroblastes immortalisés issus d’embryon de souris) en culture 

avec les cellules épithéliales dans un système de Transwell est également mentionnée.  

 Dhamodaran et coll ont résumé dans leur publication de 2016 les milieux les plus 

souvent utilisés pour la culture primaire des CEC (tableau 4) (Dhamodaran et al., 2016).  
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Tableau 4 Différents protocoles de culture et d’expansion des CEC. 

 

(Dhamodaran et al., 2016). 
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Pour le développement de la culture des CEC au laboratoire, nous avons eu recours à  

deux milieux, le SHEM (milieu DMEM/F12 complémenté) et le KSFM. Le premier milieu, 

SHEM, contenant du SVF a été utilisé au début du projet. La présence de deux types 

cellulaires avec un aspect distinct a été observée : une première population de cellules 

pollyglonales ayant un aspect épithélial, une seconde population avec un aspect 

fibroblastique, aplati et fusiforme. Au fur et à mesure des changements de milieux, le 

nombre de cellules ayant un aspect fibroblastique a augmenté tandis que le nombre de 

cellules ayant un aspect épithélial a diminué.  

Afin d’obtenir une culture pure de cellules avec un aspect épithélial, nous avons 

effectué la technique de pre plating. Cette méthode se base sur le principe que les 

fibroblastes adhérent plus rapidement à la plaque que les cellules épithéliales. De ce fait, la 

culture se fait en deux temps. Les cellules sont mises en culture dans une première plaque 

puis transférées dans une seconde plaque. La différence entre le temps d’adhésion de ces 

deux types cellulaires permet d’avoir une culture moins contaminée par les fibroblastes et 

plus riche en cellules épithéliales. Cependant, à long terme cette méthode ne permet pas de 

garder une culture primaire pure en CEC. 

Pour ces raisons, nous avons décidé d’utiliser un deuxième milieu commercial, le 

KSFM. Le KSFM est un milieu de culture spécifique des CEC et est exempt de SVF. Ce milieu 

permet d’obtenir une culture primaire pure de cellules à aspect épithélial ; cependant la 

croissance cellulaire y est plus lente. L’ajout de SVF a permis d’obtenir une croissance plus 

rapide des cellules. L’analyse comparative entre la culture cellulaire utilisant le milieu KSFM 

avec SVF et sans SVF montre que le SVF induit chez les cellules issues du même pool de 

cornée, au premier passage (p1), une croissance des cellules d’aspect fibroblastique, à la 

différence des cellules issues de la même culture n’ayant pas reçues de SVF (figure 14). 

L’ajout de la toxine de choléra (ayant un effet inhibiteur sur le cycle cellulaire des 

fibroblastes) au milieu KSFM + SVF n’empêche pas la croissance des cellules d’aspect 

fibroblastique dans ces cultures.  
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Figure 14 Comparaison de la culture cellulaire dans le milieu KSFM avec SVF et sans SVF. 

a) KSFM  SVF 10%, b) KSFM. Au 9ème jour, nous avons observé un aspect fibroblastique (cellules plates et fusiformes) des 

cellules en culture dans le milieu KSFM SVF 10%. Comparaison réalisée en duplicat. 

L’absence de SVF permet d’avoir une culture plus homogène et réduit fortement la 

croissance des fibroblastes. Cependant la croissance des CEC est également plus lente et le 

nombre de passages très limité. 

1.2.1.1.2. Méthode d’extraction 
 

Nous avons également réalisé une étude comparative entre les différentes méthodes 

d’extraction des CEC, c’est-à-dire par digestion enzymatique et par explant.  

La méthode d’extraction par digestion enzymatique est réalisée par l’utilisation de la 

Dispase II à 1U/mL. La Dispase II est une métalloprotéase permettant la dissociation de la 

couche épithéliale de sa membrane basale. Cette enzyme clive la fibronectine, le collagène 

IV et le collagène I. Par la suite le feuillet épithélial obtenu est digéré par la trypsine. Cette 

peptidase agit en dissociant les jonctions intercellulaires et permet d’avoir une suspension 

cellulaire disparate. 

La méthode de culture explant se fait par la mise en culture directe d’un explant de 

cornée comprenant le limbe et la cornée.  

Les résultats de la comparaison de ces deux méthodes d’extraction tendent à 

montrer qu’un nombre plus élevé de cellules ainsi qu’un plus grand nombre de passages 

cellulaires peuvent être obtenus en utilisant la méthode d’extraction enzymatique (n=5 

cultures ayant atteint au minimum 2 passages) par rapport à la méthode par explant  (n=2 

cultures ayant atteint au minimum 2 passages) (figure 15). Cependant il faut noter que les 

cellules obtenues par la méthode d’extraction enzymatique sont issues d’un pool de cellules 

obtenues à partir de 3 à 4 cornées. L’utilisation de plusieurs cornées pour réaliser les 
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cultures avec la méthode d’extraction enzymatique peut expliquer le nombre plus élevé de 

passages.   

Les résultats obtenus de la culture cellulaire montrent que les cellules mises en 

culture dans le milieu KSFM gardent un aspect épithélial. Même si ces résultats tendent à 

privilégier l’utilisation de la méthode d’extraction enzymatique, le nombre faible de cultures 

ayant atteint  plus que deux passages avec les deux méthodes d’extraction ne permettent 

pas de valider une méthode par rapport à l’autre. 
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Figure 15 Nombre de cellules à aspect épithélial obtenues par les méthodes de digestion enzymatique et d’explant de la 
cornée. 
Le nombre de cellules illustrées représente les cellules mises en culture par les méthodes de digestion enzymatique (n=5) et 

d’explant (n=2) ayant atteint au minimum 2 passages. 

 

1.2.1.2. Caractérisation des CEC 
 

La culture primaire des cellules issues de la cornée ayant un aspect épithélial a été 

optimisée. La méthode d’extraction optimale ne pouvant pas être validée, par la suite nous 

avons vérifié l’expression des protéines spécifiquement exprimées dans les CEC (les CK3 et 

les CK12) issues des deux méthodes d’extraction. 

1.2.1.2.1. RT-PCR (RetroTranscription- polymerase chain reaction) 
 

L’expression de l’ARN codant les protéines CK3 et CK12 des cellules à aspect 

épithélial a été vérifiée par la RT-PCR (non quantitative). La lignée A431 exprimant la CK3 a 

été utilisée en tant que contrôle positif (figure 16). 
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Tableau 5 Marqueur des différents types cellulaires de la cornée. 

Cellules épithéliales 

de la cornée 

Cellules limbiques 

souches 

Fibroblastes 

CK3/CK12 

Connexine 43 

Vimentine 

ABCG2 

Vimentine 

S100A4 

 

 
 

Figure 16 RT-PCR des ARN codant la CK3 et la CK12 des cellules obtenues à partir des deux méthodes d'extraction.  

L’expression au niveau transcriptionnel de la CK3, de la CK12 ainsi que de la Connexine 43 pour les extraits d’ARN de CECenz 

(méthode d’extraction enzymatique, n=3, passage 2 à 3) et de CECex (méthode explant, n=2, passage 1). L’expression au 
niveau transcriptionnel  des marqueurs des fibroblastes, S100A4, des cellules souches limbiques ,ABCG2 et Vimentine,  ont 

également été observé chez les CECenz et CECex. La lignée A431, qui est une lignée de carcinome exprimant la CK3 est utilisée 

en tant que contrôle positif et l’eau purifiée est utilisée en tant que contrôle négatif (C-). Le gène de ménage GAPDH est le 

témoin positif de la validation de la RT-PCR.  

Nous avons également observé que ces cellules expriment l’ARN codant pour la 

Connexine 43 qui est une protéine impliquée dans les liaisons de type jonction serrée 

exprimée par les cellules supra-basales de la cornée (CEC) et du limbe (Chen et al., 2006). 

L’expression au niveau transcriptionnel de la Vimentine, protéine exprimée par les CEC en 

état de cicatrisation et par les cellules souches limbiques a aussi été observée (Castro-

Muñozledo et al., 2017; Schlötzer-Schrehardt and Kruse, 2005). L’ARN codant la protéine 

transmembranaire ABCG2 (transporteurs à ATP Binding Cassette) a été utilisé en tant que 

marqueur des cellules souches limbiques (de Paiva et al., 2005). L’expression de l’ARN de la 

protéine S100A4 (S100 calcium-binding protein A4)qui est un  marqueur des fibroblastes en 

état cicatriciel et des cellules endothéliales, a également été retrouvée (Ryan et al., 2003; 

Thakore-Shah and Deng, 2014) (figure 16).  



  

89 
 

L’expression des ARN codants pour la protéine ABCG2, marqueur des cellules 

souches, a été plus faible chez les cellules issues d’explant que chez celles issues d’extraction 

enzymatique, ce qui laisse penser que ces cellules sont dans un état de différenciation plus 

avancée. Nous avons également retrouvé une plus grande quantité d’ARN codants pour la 

Vimentine dans les deux types de culture. La Vimentine étant également exprimée par les 

CEC, ces résultats tendent à montrer que les cellules issues de la culture d’explant ont moins 

un aspect souche et sont plus différenciées. Cependant notre analyse étant non quantitative 

cette hypothèse nécessite d’être confirmée par l’utilisation d’autres marqueurs de cellules 

souches tels que la P63 ou la CK19.  

1.2.1.2.2. Immunofluorescence 
 

Le nombre de cultures issues d’explant ayant atteint deux passages étant faibles, 

nous avons réalisé le simple marquage des CK3 et CK12 sur les cellules issues de la digestion 

enzymatique par IF (Figure 17). La lignée A431 exprimant la CK 3 a été utilisée en tant que 

contrôle positif pour l’optimisation du marquage par l’anti CK3. 

 
 

Figure 17 Marquage par immunofluorescence des CK3 et CK12 des CEC. 

Ces cellules ont été marquées en simple marquage avec l’anti-CK3 et l’anti-CK12. L’expression de la CK3 et de la CK12 est 

détectée dans les CEC. La lignée A431 est utilisée en tant que contrôle positif de l’expression de la CK3. La coloration 
Hoeschst est utilisée pour marquer l’ADN. 

Les cellules mises en culture extraites par la méthode enzymatique expriment les 

deux protéines CK3 et CK12.  
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1.2.1.3. Culture des CEC sur MAH 

 
A ce stade nous avons établi deux méthodes de culture des cellules issues de la 

cornée exprimant les marqueurs des CEC. Cependant ces deux méthodes ne permettent 

qu’une expansion cellulaire limitée, cette limitation est plus remarquée chez le CECex que 

chez les CECenz. Par la suite et afin de vérifier la capacité de ré-épithélialisation des cellules 

épithéliales par la MAH L en comparaison avec la MAH C, nous avons mis en culture ces 

cellules sur les MAH issues de trois placentas différents. 

Afin de faciliter l’adhérence des CEC à la MAH et d’éviter la contamination de ces 

cellules par les cellules épithéliales de la MAH, nous avons dans un premier temps enlevé la 

couche épithéliale des MAH en utilisant la trypsine (figure 18).  

 
Figure 18 MAH avant et après déépithélialisation par la trypsine.  

La monocouche épithéliale de la MAH a été éliminée par l’action de la trypsine (20 min à 37°C) suivi par l’élimination 
mécanique à l’aide de râteau. A gauche la MAH avant l’action de la trypsine et à droite la MAH dé-épithélialisée. 

Microscope optique, grossissement x50.  

 

Par la suite, dans le but de comparer la capacité d’épithélialisation des MAH L et MAH 

C, nous avons dans un premier temps mis en culture les CEC extraites par la digestion 

enzymatique sur les MAH dé-épithélialisées. Le choix de ces cellules était basé sur le fait que 

nous avions obtenu un plus grand nombre de cellules avec plus de passages et que nous 

avions également une meilleure caractérisation de ces cellules (IF et RT-PCR). Nous avons 

rapidement constaté que ces cellules adhéraient difficilement à la MAH. Les CEC se 

concentraient autour de la membrane et non sur la membrane même. Ce phénomène est 

probablement dû au micromouvement de la MAH dans le milieu de culture. Bien que les 

MAH aient été plaquées au fond de la plaque de culture avec un insert, elles ne restaient pas 

complètement fixes et immobiles au fond du puit. En raison de la difficulté de manipulation 

des MAH, l’utilisation de la colle de fibrine n’a également pas permis de coller la MAH à la 
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plaque. En effet la MAH est une membrane très fine qui s’enroule assez facilement sur elle-

même et une fois positionnée sur la plaque, elle doit être étalée à l’aide de pinces. 

Pour ces raisons, nous avons choisi d’opter pour la méthode de culture par explant 

de cornée. Pour ce faire nous avons directement placé l’explant en culture sur la MAH L et la 

MAH C. Cette méthode permet aux CEC issues de l’explant d’adhérer directement à la MAH. 

Nous avons observé que dans la culture sur les MAH C et les MAH L, les cellules 

commençaient à migrer de l’explant en moyenne à j6. Ces explants ont été gardés environ 

25 jours en culture sur les MAH C et les MAH L (figure 19).  

  
Figure 19 Culture d'explant sur les MAH C et MAH L 
Les explants de cornée ont été mis en culture sur les MAH C (A) et les MAH L (B). Les  flèches représentent la migration des 

CEC sur la MAH. Figure représentative de 4 cultures à J23. Grossissement à X50.  

 

L’expression de la CK3 par ces CEC est vérifiée en IF (figure 20). 
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Figure 20 Expression des CK3 par les cellules mises en culture sur les MAH. 

Les explants de cornée sont mis en culture sur les MAH C (A, C, E) et MAH L (B, D, F). Les cellules sont observées sous 

microscope à lumière transmise (A, B) , marquées avec l’anti-CK3 (C,D) et le noyau est observé par la coloration de l’ADN 
par l’Hoeschst (E,F). Figure représentative du marquage par l’anti-CK3 de culture d’explant sur 3 MAH L et 3 MAH C issues 

de 3 placentas. 

Nous n’avons pas remarqué de différence entre l’expression de la CK3 chez les deux 

cultures. L’expansion des cellules était trop faible, le feuillet épithélial ainsi que la MAH se 

décollaient avec l’explant. L’utilisation d’une méthode enzymatique aurait également agi sur 

les cellules de l’explant, ce qui aurait faussé les résultats. Pour ces raisons nous n’avons pas 

pu réaliser la RT-PCR sur ces cellules. 

Au final la prolifération des CEC sur MAH ne semble pas être différente entre les 

membranes lyophilisées et congelées.  

1.2.2. Étude comparative protéomique des MAH L versus MAH C 

 
Dans notre étude, afin de comparer le taux protéique des MAH L et MAH C, deux 

types d’analyses protéiques ont été réalisées. Une première analyse a été faite par ELISA 

ciblant les facteurs de croissance connus dans la littérature pour avoir un rôle majeur dans le 

processus de cicatrisation et d’épithélialisation de la cornée. Une deuxième analyse plus 

globale par label-free a été réalisée dans le but de comparer la stabilité protéique des MAH 

dans le processus de lyophilisation par rapport à la congélation.   
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1.2.2.1. Analyse des facteurs de croissance ciblés par ELISA 

 
Les facteurs de croissance HGF, EGF, KGF, NGF, TGF- sont des cytokines importantes 

dans le processus d’épithélialisation de la cornée. Dans un premier temps, nous avons 

comparé au sein des 3 lots le taux total des protéines extraites de 5 patchs issus des MAH L 

et de 5 patchs issus des MAH C (figure 21). Nous n’avons pas remarqué de différence 

significative entre la quantité totale des protéines extraites des MAH L et la quantité de 

protéines extraites des MAH C au sein de chaque lot. Nous avons constaté que l’expression 

protéique semblait être différente entre les 3 lots. En effet un taux plus élevé de protéine a 

été retrouvé dans les lots 2 et 3 par rapport au lot 1 avec la même méthode d’extraction.  
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Figure 21 Taux de protéines extraites des MAH L et MAH C issues des 3 lots de MAH. 
Le taux total de protéines est obtenu par la méthode BCA. 5 patches issus de MAH L et 5 patches issus de MAH C sont 

comparés dans chaque lot. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM. 

 

Le taux d’expression des facteurs de croissance cités précédemment a été analysé 

par un dosage ELISA (figure 22). Ce taux a été normalisé par rapport au taux total de 

protéines issues des MAH L et MAH C de chaque lot. L’HGF et l’EGF sont les facteurs de 

croissance les plus exprimés dans les MAH et le taux de -NGF est très faible dans les 3 lots.  

 Nous avons observé une expression significativement plus forte du taux de KGF et de 

TGF-1 dans les membranes du lot 2, cependant leur expression reste assez faible dans tous 

les lots. Le taux d’EGF est significativement plus fort dans la MAH L du lot 1.  
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Figure 22 Facteurs de croissance des MAH issus des trois différents lots, ELISA.  
Le taux des facteurs de croissance (A) HGF (B) EGF (C) KGF (D) -NGF (E) TGF-1 est obtenu par la méthode ELISA. 5 patches 

issus de MAH L et 5 patches issus de MAH C sont comparés dans chaque lot. Analyse réalisée en duplicata. Chaque lot a été 

analysé au minimum 2 fois. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM. *p<0.05 ; ***p<0.001. 

 

Enfin le taux de deux facteurs de croissance, le HGF et le -NGF, sur les 5 facteurs 

ciblés est resté inchangé dans les MAH L par rapport au MAH C dans les 3 lots analysés. Nous 

avons remarqué une variation d’expression de 3 facteurs de croissance entre les différents 

lots. En effet l’EGF (dans le lot 1), le KGF et le TGF-1 (dans le lot 2) avaient été moins 

dégradés par la lyophilisation que par la congélation. Cette différence est  significative que 

dans un des 3 lots de MAH. Ces résultats tendent à montrer que l’expression de ces facteurs 

de croissance est placenta dépendante, cependant afin de confirmer ces résultats l’analyse 

d’un plus grand nombre de MAH est nécessaire. 

 
1.2.2.2. Analyse globale par label-free 

 
Dans le but de vérifier si d’autres protéines peuvent être affectées par le processus 

de lyophilisation, une analyse quantitative différentielle par label-free globale a été réalisée 

entre les MAH L et les MAH C dans les 3 lots. Cette approche a été réalisée au sein de la 

plateforme PISSARO de l’Université de Rouen Normandie.  

Pour cette analyse 29 échantillons (patchs de MAH) issus des 3 lots ont été 

analysés (tableau 6) :  
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Tableau 6 Échantillons utilisés pour l'analyse globale par label free. 

Numéro du lot de placenta Méthode de conservation Nombre d’échantillons 

(patchs de MAH) 

Lot 1 Lyophilisation 4 

Congélation 5 

Lot 2 Lyophilisation 5 

Congélation 5 

Lot 3 Lyophilisation 5 

Congélation 5 

 

Dans un premier temps, un gel d’électrophorèse a été réalisé pour obtenir un profil 

protéique sur un réplica de chaque lot de chaque condition (figure 23). Les protéines 

majoritairement présentes dans les extraits ont un poids moléculaire élevé. Cette 

observation était en adéquation avec la composition de la MAH. En effet la MAH est 

majoritairement composée de protéine de la MEC comme le collagène et la laminine qui 

sont des protéines de haut poids moléculaire. 

L’intensité équivalente des profils de migration de chaque extrait protéique avait 

également validé l’étape suivante : la réalisation du « label free » et l’injection de quantité 

équivalente de chaque échantillon dans le spectromètre de masse.  

 
Figure 23 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide 10% réalisé sur les extraits protéiques de patchs de MAH L et de 
MAH C issus de chaque lot. 
Un patch de MAH L et un patch de MAH C de chaque lot sont déposés sur le gel d’électrophorèse. L : lyophilisée, C : 

congelée. Gel réalisé 2 fois à 12.5% et 10% d’acrylamide. 
 

 Les analyses par spectrométrie de masse et le traitement des données ont été 

réalisés par la plateforme PISSARO. Le logiciel Protéome Discover a permis dans un premier 



  

96 
 

temps d’identifier en moyenne 747 protéines par échantillon. Afin d’affiner les protéines 

présentes, nous n’avons pris en compte que les protéines retrouvées au minimum 2 fois 

pour chacune des conditions et pour chaque lot. Les résultats du nombre de protéines 

identifiées sont présentés dans le Tableau 7. 

Tableau 7 Nombre de protéines détectées par échantillon.  

 Nombre de 

protéines 

Nombre de protéines retrouvées 

au moins dans 2 réplicas 

Lot 1 Lyophilisée 795 575 

Congelée 822 639 

Lot 2 Lyophilisée 843 614 

Congelée 668 548 

Lot 3 Lyophilisée 681 561 

Congelée 675 568 

n=29 

A partir de ces données, des diagrammes de Venn ont permis de mettre en évidence 

la reproductibilité. Une reproductibilité de 73 % a été constatée pour les MAH L et une 

reproductibilité de 74% a été constatée pour les MAH C (figure 24 A et B). Ces chiffres 

indiquent une bonne reproductibilité de la méthode d’analyse. 

Concernant maintenant la reproductibilité entre les 2 conditions « Lyophilisées » et 

« Congelées »,  662 protéines identifiées sont identiques chez les MAH L et les MAH C issues 

des 3 lots, soit 88% des protéines identifiées (figure 24 C). Ce pourcentage indique une forte 

similarité entre les 2 conditions analysées ce qui laisse à penser que les 2 méthodes de 

conservation sont assez similaires d’un point de vue protéique. Afin de confirmer cette 

hypothèse, une analyse quantitative a été réalisée en parallèle.   
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Figure 24 Reproductibilité intra-groupe. 

Diagramme de Venn réalisé sur les protéines retrouvées au moins 2 fois dans chaque échantillon. (A) 73% des protéines 

retrouvées sont communs entre les 3 lots de MAH L (1_L, 2_L, 3_L) et (B) 74% pour les protéines extraites des 3 lots de 

MAH C (1_C, 2_C, 3_C). (C) 88% des protéines sont en commun entre les MAH L (Lyoph) et les MAH C (Cong) 

 

Les résultats de cette analyse différentielle montre que 57 protéines sont 

significativement dérégulées (p value < 0,05). 15 protéines sont surreprésentées chez les 

MAH C dont une seule protéine avec un fold change supérieur à 2. 42 protéines sont 

surreprésentées chez les MAH L dont 17 protéines avec un fold change supérieur à 2. 

L’ensemble de ces 57 protéines permettent de bien reclasser les 2 groupes « Congelé » et 

« Lyophilisé » comme le montre le clustering réalisé sur la figure 25. Seulement 2 

échantillons « Congelé » se trouvent mal classés. D’un point de vue général, le nombre de 

protéines dérégulées est faible et les différences d’expression entre les 2 conditions 

montrent des fold change majoritairement inférieur à 2. Comme nous l’avions pressenti lors 

des analyses d’identification, ces observations indiquent que les 2 conditions étudiées sont 

semblablement équivalentes d’un point de vue protéique. 
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Figure 25 Clustering sur les protéines significativement dérégulées entre les MAH L et les MAH C. 

57 protéines communes sont dérégulées entre les MAH L et MAH C des 3 lots. L’abondance des protéines est représentée 
par la variation de l’intensité des couleurs ; rouge : protéines surreprésentées ; bleu : protéine sous-exprimée. 
 

En se focalisant un peu plus précisément sur les 57 protéines différentiellement 

exprimées, des analyses des voies de signalisation peuvent être entreprises, notamment 

avec le logiciel StringProt (figure 26). 

 
Figure 26 Analyse StringProt des protéines différentiellemnt exprimées entre les MAH C et les MAHL. 
A gauche : analyse des 14 protéines sur 15 ont été reconnues pour le MAH C par le logiciel string prot et 41 sur 42 pour les 

protéines des MAH L. 
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Concernant les protéines surreprésentées chez les MAH C, peu de protéines 

interagissent entre elles ce qui ne permet pas de mettre en évidence une voie métabolique 

dérégulée. Concernant les protéines surreprésentées chez les MAH L, quelques voies 

métaboliques ont été allumées, notamment l’organisation de la matrice extracellulaire. En 

effet, on retrouve des protéines telles que  la Procollagen galactosyltransferase 1 

(COLGALT1) et  la protéine EMILIN-1 qui sont des protéines connues pour leur rôle dans 

l’adhésion cellulaire. Il est également intéressant de noter la présence de la surexpression 

d’une sous-unité du TGFβ1, Transforming Growth Factor beta induced protein ig h3. 

Ces résultats montrent que la plupart des protéines ne sont pas plus dégradées par la 

lyophilisation que la congélation.  

1.2.3. Étude de la structure par Microscopie électronique à transmission 

 
Dans le but d’étudier si la lyophilisation peut altérer la structure des MAH, j’ai suivi 

pendant 6 mois une formation allant de la préparation des échantillons à l’analyse par 

microscopie électronique. Les structures des MAH L et MAH C ont été comparées par 

microscopie électronique à transmission (TEM). Pour cela 12 MAH (6 MAH L et 6 MAH C) 

issues de chaque lot ont été analysées à deux endroits différents (figure 27).  
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Nous avons observé que l’épaisseur des MAH L était beaucoup plus fine que celle des 

MAH C. La structure de la MAH C était bien organisée, la monocouche épithéliale, le stroma 

et la couche spongieuse étaient très bien définies.  

Nous avons également observé la présence de la couche spongieuse dans une MAH 

des trois lots analysés. Cette couche est normalement retirée au moment de la préparation 

des patchs de MAH au sein la banque de tissus. 

Les deux couches du stroma, le stroma dense et la couche plus lâche comprenant les 

fibroblastes ont également été observés au niveau du stroma de la MAH C.  

Concernant la MAH L nous avons observé la monocouche de cellules épithéliales et le 

stroma. Cependant le stroma était désorganisé et les deux couches dense et fibroblastique 

n'étaient pas distinctes. 

Les structures des protéines de la MEC telles que le collagène et les fibres élastiques 

ont bien été observées dans les MAH C. Au niveau de la MAH L, la MEC était complètement 

désorganisée. 

Le processus de lyophilisation semble altérer la structure de la MAH. En comparaison 

avec les MAH C la structure de la MAH L, principalement au niveau du stroma, 

était complètement désorganisée. 

1.2.4. Étude comparative de la capacité d’épithélialisation IN VIVO des MAH L et MAH C 

 
Dans le but de comparer la capacité d’épithélialisation des MAH C et des MAH L in 

vivo, les MAH ont été greffées au niveau de la cornée chez le lapin. Ce modèle a été choisi 

car premièrement la taille de la cornée est proche de celle de l’homme et secondairement la 

cornée du lapin étant très sensible, les signes d’inflammation sont visibles très rapidement. 

Au total, dans cette étude 18 lapins ont été greffés avec les 3 lots de MAH. Pour toutes les 

greffes, deux ulcères ont été créés mécaniquement sur un seul œil (œil gauche) de chaque 

lapin et les MAH L ou les MAH C ont été greffées immédiatement après. 

Protocole 1 de la greffe des MAH: 

Le premier protocole a été réalisé sur 6 lapins. Deux ulcères ont été créés sur l’œil 

gauche au niveau de la cornée. 4 lapins ont reçu une greffe de MAH L sur un ulcère et 2 

lapins une greffe de MAH C également sur un ulcère. Le deuxième ulcère de chaque cornée 

est le contrôle négatif et n’a pas reçu de greffe (figure 28 A).  
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Pendant l’acte chirurgical les MAH L avaient tendance à adhérer spontanément à la 

cornée, pour cette raison ces greffes (n=4) n’ont pas été suturées. Les MAH C (n=2) quant à 

elles n’adhérant pas de façon spontanée à la cornée et afin d’éviter que ces membranes ne 

se déplacent, les greffes ont été suturées. Un lapin sur les deux lapins ayant reçu une greffe 

de MAH C a également reçu une lentille.  

A la fin de la greffe et pendant les 4 jours qui ont suivi la greffe, les lapins ont reçu à 

raison de deux fois par jour de la pommade antiinflammatoire/antibactérienne, Sterdex. 

L’état des lapins a été suivi pendant 4 jours post opération puis toutes les 48 heures jusqu’à 

la fin du protocole (Figure 28 B). L’épithélialisation des cornées a été suivie par l’instillation 

de goutte de fluorescéine. 

 
Figure 28 Protocole 1 des greffes des MAH L et des MAH C. 

(A) Schéma de la greffe, (B) protocole de suivi de la greffe. Le premier protocole de greffe a été réalisé chez 6 lapins. Greffe 

de MAH L n=4 et greffe de MAH C n=2. Les ulcères sans greffe sont des contrôles négatifs. Une pommade Sterdex (anti-

inflammatoire et antibactérienne) a été appliquée 2 fois par jour pendant 4 jours. L’épithélialisation a été vérifiée par 

instillation d’une goutte de fluorescéine. 

 
Au deuxième jour post-opératoire le lapin ayant reçu une lentille l’avait perdue. 

L’observation de l’épithélialisation par l’instillation d’une goutte de fluorescéine au niveau 

des greffes et des ulcères contrôles indique que l’épithélialisation de la cornée avait déjà 

commencé au niveau de la périphérie des ulcères greffés mais également chez le contrôle 

(figure 29 A). A J4 les points de suture des MAH C ont été retirés. Les ulcères greffés et le 

contrôle semblent être complètement épithélialisés. Les cornées ayant été épithélialisées à 

J4, afin de respecter le bien-être de l’animal nous n’avons pas continué l’instillation des 

gouttes de fluorescéine les jours suivants. A la fin du protocole (J9) l’expérimentation a pris 

fin pour 4 lapins (greffe de MAH L n=2 et de MAH C n=2) sur 6 et les cornées ont été 
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prélevées. En effet nous avons observé que sur les 4 greffes de MAH L, 2 lapins n’avaient 

plus de MAH L. Ces deux lapins ont été greffés avec 3 couches de MAH L (protocole 1 bis 

décrit ultérieurement). 

Les 4 cornées prélevées ont été gardées dans du formol pour les analyses 

histologiques (figure29 B).  

 

 

Figure 29 Suivi d’épithélialisation de la cornée et coupe histologique. 
L’ulcère greffé avec la MAH L est indiqué avec          , l’ulcère greffé avec la MAH C est indiqué avec           et l’ulcère non 

greffé (contrôle négatif) avec *. (A) suivi de l’épithélialisation des cornées greffées avec la MAH L (n=4) et la MAH C (n=2). 

(B) Coupes histologiques et coloration HES des MAH L (n=2) et MAH C (n=2).  

 

Les MAH L n’ont pas été vues au niveau des coupes histologiques, les MAH C ayant 

été suturées pendant 4 jours ont bien été observées dans ces coupes. Nous n’avons pas 

constaté de différence entre la vitesse d’épithélialisation des ulcères greffés avec la MAH C, 

la MAH L et l’ulcère de contrôle. Ce constat est dû au fait que les ulcères ont été réalisés 

chez des cornées saines. En effet les cornées de ces lapins n’ayant pas de pathologie peuvent 

s’épithélialiser sans l’aide de la MAH. La comparaison de la vitesse d’épithélialisation ne peut 

être faite entre les MAH C et les MAH L car la présence des MAH L n’a pas été observées au 

niveau histologique.  

 Aucun signe d’inflammation n’a également été observé chez les lapins au cours de 

l’expérimentation. Les MAH étaient également d’aspect assez transparent. 
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Protocole 1 bis de la greffe des MAH: 

Comme expliqué précédemment sur les 6 lapins greffés au cours du protocole 1, 

l’absence de MAH L était visuellement bien établie à J9. Ces 2 lapins ont été gardés pour une 

seconde greffe avec 3 couches de MAH L (figure 30 A). La greffe a été suturée afin de ne plus 

perdre les MAH. Les lapins du précédent groupe n’ayant pas de signe d’inflammation nous 

avons diminué l’utilisation de la pommade Sterdex à une fois par jour pendant 4 jours. Le 

protocole a duré 16 jours (figure 30 B).  

 
Figure 30 Protocole 1 bis des greffes des MAH L et des MAH C. 

(A) Schéma de la greffe, (B) protocole de suivi de la greffe.  La greffe de 3 couches de MAH L a été réalisée chez 2 lapins 
après ulcération. Une pommade Sterdex (anti-inflammatoire et antibactérien) a été appliquée 1 fois par jour pendant 4 jours. 
L’épithélialisation a été vérifiée par instillation d’une goutte de fluorescéine à J7. 

 
Les modifications apportées dans ce protocole sont représentatives des ulcères plus 

profonds. Le but était seulement d’évaluer la tolérance et non l’efficacité de 

l’épithélialisation. A j7 90% de la cornée des lapins avait été épithélialisée (figure 31 A). Les 

coupes histologiques montrent la présence de 2 couches de MAH L avec une probable 

infiltration de fibroblastes entre les deux couches (figure 31 B). 
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Figure 31 Suivi de l’épithélialisation de la cornée et coupe histologique des greffes de 3 couches de MAH L 
L’ulcère greffé avec la MAH L est indiqué avec          . (A) Suivi de l’épithélialisation des cornée greffées avec la MAH L (n=2). 
(B) Coupes histologiques et coloration HES des MAH L (n=2). Figure représentative des deux greffes. 

 

Tout au long du protocole aucun signe d’inflammation n’a été observé et les MAH 

étaient restées transparentes. 

 
Protocole 2 de la greffe des MAH: 

Les premières protocoles de greffe (protocoles 1 et 1 bis) nous ont permis d’observer 

le comportement des MAH L dans la cornée et donné une idée sur le temps 

d’épithélialisation des cornées dans notre modèle.  

Le deuxième protocole a été réalisé sur 12 lapins. 2 ulcères ont été créés sur l’œil 

gauche de chaque lapin. Un ulcère a été greffé avec la MAH C et un avec la MAH L (figure 32 

A). Les observations du premier lot de greffe ont montré la formation d’une fine couche de 

cellules épithéliales sur la cornée greffée. Afin d’observer si cette épithélialisation donnait un 

épithélium plus épais à plus long terme dans le deuxième protocole, les lapins ont été gardés 

plus longtemps, 13 (n=6) et 20 (n=6) jours (figure 32 B). Toutes les membranes ont 

également été suturées. 
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Figure 32 Protocole 2 des greffes des MAH L et des MAH C. 

(A) Schéma de la greffe, (B) protocole de suivi de la greffe.  Les greffes de MAH L et de MAH C ont été réalisés chez 12 lapins 

après ulcération. Une pommade Sterdex (anti-inflammatoire et antibactérienne) a été appliquée 1 fois par jour pendant 4 

jours. L’épithélialisation a été vérifiée par instillation d’une goutte de fluorescéine à J2, 4 et 10 ou 13. La fin du protocole est 

à J13 pour n=6 lapins et J20 pour n=6 lapins. 

 
Le suivi de l’épithélialisation avec la fluorescéine a montré que l’épithélialisation 

commence par la périphérie entre J2 et J4 puis devient complète entre 10 et 13 jours, pour 

8/12 greffes de MAH L et pour 9/12 greffes de MAH C (figure 33 A). 3/12 des greffes de MAH 

C avaient été complètement épithélialisées à la fin du protocole (J20). 2/12 MAH L n’avaient 

pas été épithélialisées à la fin du protocole de 13 jours et 2 autres à la fin du protocole de 20 

jours. Nous avons également observé que deux lapins montraient des signes d’angiogenèse 

au niveau de la périphérie des MAH L et MAH C à J7, ces signes avaient régressé à J13. Au 

niveau histologique 11/12 MAH L et 11/12 MAH C ont été observées (figure 33 B).  
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Figure 33 Suivi d’épithélialisation de la cornée et coupe histologique du protocole 2. 

L’ulcère greffé avec la MAH L est indiqué avec          et l’ulcère greffé avec la MAH C est indiqué avec         . (A) Suivi de 

l’épithélialisation des cornées greffées avec la MAH L (n=12) et la MAH C (n=12). (B) Coupes histologiques et coloration HES 

représentative de 11/12 MAH L  et 11/12 MAH C. 

 

 Au cours du protocole, les lapins n’ont pas montré de signe d’inflammation visible et 

les MAH semblent être bien tolérées.  

Immunohistochimie 

Le suivi des greffes et les analyses histologiques ont montré une épithélialisation des 

cornées à la suite des différentes greffes de MAH. L’aspect des cellules en coloration HES 

montre bien un épithélium stratifié. Afin d’observer si ces cellules sont bien différenciées au 

niveau supra-basale en CEC comme dans une cornée normale, le marquage des CEC a été 

réalisé par immunohistochimie (figure 34). 
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Figure 34 Expression de la CK3 par les cellules épithéliales à la suite des greffes de MAH L et de MAH C. 

. L’expression de la CK3 est observée chez les cornées greffées avec la MAH L et la MAH C issues des différents protocoles. 

(A) épithélialisation par la MAH L, (B) épithélialisation par la MAH C et (C) contrôle négatif. 

   
Nous avons observé l’expression de la CK3 au niveau intermédiaire et supra-basale de 

l’épithélium cornéen des lapins. Ces résultats montrent que les MAH n’altèrent pas la bonne 

différentiation des CEC. 

1.3. CONCLUSION 
 

Nous avons en premier lieu mis au point la culture des CEC en plaque. La mise au point 

de la culture des CEC n’a pas été simple. Le nombre faible de cellules obtenues par les deux 

méthodes a été un facteur limitant dans nos analyses. Malgré ce nombre faible de cellules, 

les cellules en cultures avaient bien un aspect épithélial et exprimaient les marqueurs des 

CEC. 

Par la suite, afin de comparer la capacité d’épithélialisation des MAH C et MAH L, nous 

avons mis en culture les explants de cornée sur ces membranes en respectant les conditions 

de culture des CEC que nous avions mises en place. Une des problématiques auxquelles nous 

nous sommes confrontés était que même fixées par des inserts, les micromouvements au 

sein de la culture rendaient la migration et l’adhésion des CEC sur les MAH difficile. Malgré 

cela, une migration des CEC  a été observée sur les MAH par la méthode explant. 
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Les analyses d’IF ont montré l’expression de la CK3 par ces cellules. Cependant le nombre 

faible de cellules n’a pas permis de confirmer l’expression au niveau transcriptionnel des 

ARN codants pour la CK3 et la CK12. 

Au niveau structurel le processus de lyophilisation a complètement désorganisé les 

protéines de la MEC au niveau du stroma des MAH. La congélation quant à elle a conservé 

de façon beaucoup plus importante la structure des protéines de la MEC.  

Le taux total des protéines semblait être différent entre les 3 lots analysés, mais est resté 

cependant très semblable entre les MAH C et les MAH L de chaque lot. Les analyses des 

protéines d’intérêt par ELISA n’ont également pas montré de différence significative entre 

les MAH L et les MAH C issues de chaque lot. Cependant nous avons observé une variation 

d’expression de ces facteurs entre les différents lots. 

En effet sur les 5 facteurs de croissance analysés le taux de 2 facteurs de croissance, 

l’HGF et le -NGF, est resté inchangé dans la comparaison des deux méthodes de 

conservation. L’EGF et le KGF semblent être mieux conservés par la lyophilisation que par la 

congélation même si cette différence n'est significative que dans un lot.  

L’analyse par label-free des extraits protéiques des MAH L et MAH C a permis de détecter 

un grand nombre de protéines. En moyenne, 584 protéines (détectées au minimum deux 

fois dans les échantillons) ont été identifiées dans les MAH L et les MAH C. 88 % des 

protéines identifiées sont en commun entre les MAH L et les MAH C. Ces résultats indiquent 

que la lyophilisation comparée à la méthode de référence (congélation) ne semble pas 

altérer les MAH. 

D’un point de vue quantitatif, l’analyse différentielle a mis en évidence très peu de 

protéines différentiellement exprimées. Parmi les 57 protéines caractérisées, 42 protéines 

sont surreprésentées dans les MAH L et 15 protéines sont surreprésentées dans les MAH C. 

Nous n’avons pas retrouvé de protéine ayant un rôle important dans la cicatrisation parmi 

les protéines surreprésentées dans les MAH C. Concernant les protéines surreprésentées 

dans les MAH L nous avons retrouvé le TGF-1, ce qui est en cohérence avec les résultats de 

l’ELISA. Nous avons également observé que deux protéines, la Procollagen 

galactosyltransferase et la EMILIN-1, ayant un rôle dans le processus d’adhésion cellulaire 

sont surreprésentées dans les MAH L.  

     L’ensemble des résultats des analyses protéomiques couplé aux résultats obtenus lors 

de l’analyse de l’expression des facteurs de croissance démontrent que la lyophilisation et la 
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congélation sont 2 méthodes sensiblement équivalentes en ce qui concerne la dégradation 

de la MAH au niveau protéique. Nos résultats vont également dans le sens de l’hypothèse 

selon laquelle la lyophilisation préserve mieux les propriétés protéiques des MAH que la 

méthode de référence. 

Afin de valider la capacité de la MAH L à épithélialiser la cornée des greffes de MAH ont 

été réalisées chez le lapin. Au cours du protocole in vivo, les résultats de la greffe de la MAH 

chez le lapin n’ont pas montré de signe visuel d’inflammation. Nous n’avons également pas 

remarqué de différence entre la vitesse d’épithélialisation des MAH L et MAH C. Dans les 

deux cas l’épithélium reformé exprime bien la CK3. Cependant même à 20 jours après la 

greffe nous observons que l’épithélium reste assez fin, cela est également observé chez les 

MAH C.   

La MAH C est actuellement utilisée en clinique et donne de très bons résultats. Nos 

résultats ne montrent pas de différence entre la vitesse de ré-épithélialisation des MAH L et 

MAH C. Afin de pouvoir valider ces résultats un plus grand nombre de placentas doivent être 

analysés.  
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2. Étude II MAPPING DE LA MEMBRANE AMNIOTIQUE 

 
 Mapping of proteomic profile and effect of the spongy layer in the human amniotic 

membrane  

Parvin NAZARI HASHEMI1, Fanny CHAVENTRE2, Aurelie BISSON1, 3, Julie GUEUDRY2, Olivier BOYER1, 3 and Marc 

MURAINE1, 2  

1Normandie Université, UNIROUEN, IRIB, INSERM, U1234, Rouen, France ; 2Rouen University Hospital, 

Department of Ophtalmology, Rouen, France 3 ; Rouen University Hospital, Laboratory of Biotherapy, Rouen, 

France  

 
Introduction  

The Human Amniotic Membrane (HAM) is the inner layer of the placenta, which surround 

the fetus and is in contact with the amniotic liquid. The HAM has been used for a long time 

in the treatment of chemical skin burn (Davis 1910) and since 1999 widely used in corneal 

ulcer (Kim and Tseng 1995). This biological material has anti-inflammatory and 

antiangiogenic properties by expressing molecules like IL10 and Thrombospondin-1 (Hao et 

al. 2000) . Its basal membrane composed of collagen III, IV, V and VI, fibronectin and laminin 

plays a role as matrix for cell growth (Schmidt 1992; Malak et al. 1993; Parry and Strauss 

1998). The presence of growth factors like EGF, HGF, KGF, NGF and TGF beta1 in HAM, which 

plays an important role in promoting of cell growth and proliferation in the process of 

wound healing, is the other interesting feature of use HAM in the process of wound healing 

(Koizumi et al. 2000). TGF beta plays a regulatory role in tight junction expression, HGF 

activates the proliferation of epithelial cells (Pierucci-Alves et al. 2012; Miyagi et al. 2018). 

NGF accelerates the process of wound healing by binding to its receptor TrkA present in the 

cornea (Lambiase et al. 2000). KGF is involved in the acceleration of wound healing process 

by increasing the proliferation of epithelial stem cell in the limbus area and EGF promotes 

cell migration and proliferation ( Sotozono et al. 1995; Wang et al. 2013). All these described 

properties make the amniotic membrane a very interesting biological tissue for tissue 

therapy in ophthalmology.  

In conventional method for clinical use, the HAM is denuded from its spongy layer and is 

fractionated in different sample positioned on nitrocellulose membrane and frozen at -80 ° C 

until graft. The results of graft are not always constant and in certain patient with severe 
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ocular burns the processes of wound healing are not effectively done in the cornea (Joseph 

et al. 2001; Clare et al. 2012).  

It seems to be important to understand why this heterogeneity occurs in the response to 

human amniotic membrane graft in certain patient. To our knowledge, there are no studies 

which were interested in the question of inter or intra donor difference of growths factor 

expression in HAM. For that the aim of our study was to provide a general view of this 

protein expression in the HAM by 2 making a mapping of these growth factors in order to 

determine if there were sites to privilege in the whole amnion for graft according to the 

severity of the ulcer. In addition to see if there is an intra-donor difference in HAM growths 

factor expression the variety of protein expression between different placentas was also 

studied, the intra-donor variation could explain the difference in the processes of wound 

healing in some patient. 

We also were interested in spongy layer; this layer is an intermediate layer between the 

chorion and the amnion which is removed in the process of preparing the human amniotic 

membrane patch for grafts (Mamede et al. 2012) . It’s supposed that this layer can be an 

important source of growth factors like it’s already known for TGF beta (Hopkinson et al. 

2006) . We think that it seems important to know if by removing the spongy layer we deprive 

the HAM patch from an important source of growth factor which was beneficial for the 

process of wound healing in patient’s cornea.  

The result of the mapping of HAM will determine if it is better to use a specific zone of the 

amnion, with or without spongy layer, for graft (GAM) in patients with more serious corneal 

ulcers.  

Materials and methods:  
 

Amniotic membrane procurement and handling:  

For this study, human placentas were obtained from healthy women, not usable for clinical 

use, after vaginal delivery (n=4) or caesarean section (n=2) after signing the consent form. 

Local ethics committee approval was obtained, and the study complied with the tenets of 

the Declaration of Helsinki.  

The placentas were handled under laminar flow hood after being treated with antibiotic (0.2 

μg/mL + penicillin and amoxicillin) for 24h. The placenta is washed with PBS and the chorion 

layer is separated. Then the amnion is divided in 2 equal parts, one containing its spongy 
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layer and another without its spongy layer (conventional part). Each part is turned over and 

spread on a stainless steel cup of 200 mm in diameter and divided in 3 zones depending on 

the distance from the umbilical cord and 7 patches of 3 cm² were obtained from each zone. 

The spongy layer removed from the conventional part was also kept for protein analysis. The 

schema of amnion handling is explained in Fig.1a.  

Protein extraction patches were immediately put in precellys lysing tube (Bertin Technologie, 

France) pre filled with RIPA buffer (Sigma, France) containing protease inhibitor (Thermo 

fisher, France). They were lysed mechanically using the Precellys lysing Kit (Ozym). The lysis 

product was transferred into 3 Eppendorf and centrifuged at 16000 g for 7 min 30. The 

supernatant containing proteins was stored at -80°C for analysis. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

The proteomic analysis done by ELISA targeting growth factors EGF, HGF, KGF, NGF and TGF-

b1 and the pro inflammatory cytokine TNF-alpha (Biotechne, R&D systems, France) using the 

commercial protocol. Briefly the capture antibody was coated over night at room 

temperature. The capture antibodies were incubated in blocked solution for one hour. After 

that the protein extracted from each patch were incubated two hours and the second 

antibody was added. Streptavidin-HRP was added and incubated for 20 min at room 

temperature. The result is revealed by adding stabilized hydrogen peroxidase and stabilized 

tetramethylbenzidine (1/1) and the reaction is stopped with 2N sulfuric acid. The optical 

density is read in 450 nm by Multiskan FC microplate reader (Thermo Fisher, France).  

Statistical analysis  

Data from different experiments were analyzed using GraphPad Prism® software v.5.00. The 

statistical tests performed were two-way ANOVA with a Bonferroni post-test. * p value 

<0.05, ** p value <0.01, *** p value <0.001.  

Results:  

Variability of total protein amount in the HAM  

We were interested to know if there is a difference in total protein amount between 

donors (inter donors difference), and are these differences seen between caesarian and 

natural birth. The process of HAM handling is schematically represented below (Fig.1).  

The mean of protein extract from the part with the spongy layer, shows a large variation of 

inter donor’s protein amount and not just between caesarean and natural birth (Fig.2a).  
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To know further about the eventually interest of keeping the spongy layer, we compare the 

conventional part (without spongy layer) with its spongy layer. We observed that the spongy 

layer provided a greater amount of protein; however this difference is statically significant 

only in HAM5 (Fig.2b).  

We also observed this same tendency of the spongy layer to contain more protein, 

between the different zones in comparison with the protein levels extract from conventional 

patch in these same zones (Fig.2c).  

Taken together these results showed inter donor difference in total protein extract; 

the total amount of protein seems to be more important in the spongy layer in one of five 

amnions.  

Thus we investigated whatever the same variation of total protein expression, 

between different donors and zones of HAM was also observed in the amount of growth 

factors (GF) that play roles in process of wound healing. Thereafter, in order to realize the 

mapping of these factors, we studied their expression in the different zone of the HAM and 

the spongy layer. We observe that there is no significant difference in the amount of GF per 

mg of total protein in conventional HAM and in the spongy layer and also that there is no 

difference whether one is in the middle center or the periphery (Fig.3). 

We also do not see a variation of HGF, NGF and TGF beta 1 in the conventional HAM 

and or spongy layer in different donors (supplementary Fig.1). The main GF express in the 

HAM are HGF and EGF, but in the spongy layer no presence of EGF was detected in our 

study. This result suggests that the spongy layer can bring more GF of intereste (excepted 

EGF) and it would be interesting to keep this layer for faster and better wound healing 

process. 

Effect of proinflammatory cytokine TNF alpha in the rate of HAM growth factors  

In the process of pregnancy the pro-inflammatory cytokines rate changes (Christian and 

Porter 2014). So we sought to understand if this variation of pro-inflammatory cytokines had 

an effect on the rate of growth factor in the HAM. This information is helpful in the way that 

it can guide to detect one parameter that can be chosen to help to select a HAM with more 

growth factor and so a better and faster wound healing process in severe ulcer.  

In our study, we were interested in the pro-inflammatory cytokine TNF alpha which 

seems to be express in all placentas (Basu et al. 2016). We analyze if its expression is 

different in placenta from caesarean (HAM1 and 2) and natural birth (HAM 3-5) (Fig.4a). We 
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observe a low expression of TNF-alpha in the HAM and there is no difference in its 

expression in HAM from caesarean and spontaneous delivery. We also do not see any 

correlation in the amount of TNF-alpha present in HAM and the growth factors of interested 

(Fig.4b). We conclude that the pro-inflammatory cytokine TNF-alpha can’t be a marker to 

choose the placenta with more growth factors in it.  

Effect of different delivery and mother parameters in the amount of HAM growth 

factors  

Then we were interested to know if there is any correlation between different 

donor’s parameters and the growth factor of interested. We found a correlation between 

the KGF and NGF with the time of labor, this correlation seems to be more important with 

NGF, and no correlation with others GF (Fig.5). We also do not find any correlation between 

the donor age, gestational age and the level of HGF, EGF, KGF, NGF and TGF beta 

(Supplementary Fig.2). Taken together, these data suggest that the expression of growth 

factor in placenta is variable and donors dependent.  

Discussion:  

The graft of human amniotic membrane is a well-known graft use for wound healing 

in the cornea. The wound healing process with amniotic membrane graft can take longer in 

some patients and may give less effective results. This difference in wound healing can be 

caused by difference of expression of growth factor important in this process due to inter or 

intra donor variation. For that, in this study, we were investigating if the protein expression 

in the amniotic membrane is hetero or homogenous. To our knowledge, there are no studies 

of mapping of human amniotic membrane for all those growth factors. We also quantify the 

growth factor expression in HAM handled conventionally (without spongy layer) and the 

spongy layer. The importance of protein expression in this layer is not well known.  

In this study, we observed significant difference in the total amount of protein extract 

between the different donors. We do not observe a significant difference in the GF level 

between the conventional HAM and the spongy layer, this result suggest that the amount of 

GF in the spongy layer is as important that in conventional HAM. This amount of growth 

factors in spongy layer can potentially lead to a better wound healing process in patient. 

Hopkinson et al.2006 had shown that TGF beta1 is the most isoform of TGF beta family 

found in human placenta but its rate is less in AM than in the chorion. They also found that 

there is a variation of TGF beta in different donors. In this study, we choose to measure the 
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TGF beta 1 which is the most isoform expressed in placentas as said above. In our founding 

the expression of TGF beta 1 is not significantly different in conventional HAM and the 

spongy layer. So in the process of handling the removal of the TGF beta 1 present in this 

layer may have no effect in the wound healing process.  

The rate of TGF beta found in our study was low, which is beneficial because of its 

simulative affected on expression of some MMP by human corneal epithelial (Kim et al. 

2004,), but its presence is also important because of its role in regulation of tight junction 

protein expression and distribution (Contreras-Ruiz et al. 2012).  

Gicquel et al. 2009 also show the inter donor variation of EGF and its variation of expression 

in different zone of placenta (Gicquel et al. 2009). In our results we also observe the inter 

donor variation, but we do not find a significant difference in expression of growth factor in 

different zone of HAM.  

No variation was observed in the expression of HGF, KGF and NGF in different zone of 

HAM and neither between conventional HAM and spongy layer in each zone.  

Mitchell et al., 1990 have demonstrated that release of TNF-alpha can stimulate the 

production of prostaglandin in placenta, in our study we verified if this cytokine can have an 

effect in the growth factors of interest but the result does not show a correlation in their 

expression (Mitchell et al. 1990). Lopez et al show that the gestational age and the donor 

age influence the growth factor levels (López‐Valladares et al. 2010). In our study we also 

looked at different parameters, time of labor, gestational age, age and number of births that 

can play on all these GF in order to find a criterion of HAM selection that will be richer in 

growth factors. We have not seen a correlation between these different parameters and the 

level of GF expression.  

In conclusion, in our study we demonstrated that keeping the spongy layer in 

conventional method of handling HAM can add more GF, and so probably have a positive 

affect the wound healing process. Variation in some growth factors expression has been 

observed between the placentas and therefore this may explain the variation in clinical 

results. No indicator for the selection of placentas with a higher rate of growth factor was 

found.  
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Fig.1  Schema of amni otic membrane process for protein extract ion .  To simplify the dissection and  

have a well  spread Amnios, the HAM is  turned over and spread on the convexity of a sta inless steel  

cup. We used a stainless s teel cup of 200 mm in di ameter . The HAM has been cut in two equal  parts  

and divided in 3 zones depending on the distance from th e umbilical cord.  
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Fig.2 Total protein amount extracted in Human Amni otique Membrane (HAM).  Totale amount of 

protein in differents HAM  (n=6, HAM 1 and 2  from caesarean and HAM 3 -6 from natural  delivery) ( a);  

Totale protein extracted in conventional HAM (without sp ongy layer) and its  spongy layer (n=5, HAM 1 

and 2  from caesarean and HAM  3-5  from natural del ivery) (b);   Total  amount of protein  in d ifferent 

zone of con ventional  HAM  versus  spongy layer from thoses zones (n=5,  HAM  1 and 2 from caesarean 

and HAM 3-5 from natural delivery)  ( c) .  The data  are present on average ± SEM, ANOVA statistical  

test,  bonferroni post test,  * p value <0.05, ** p  value <0.01, *** p value <0.001.  
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Fig.3  Growth factor expression in Human Amnioti c Membrane (HAM) and spongy layer.  Totale 

amount of growth factor  of interest  in d ifferent zones of HAM (n=5).  No difference in the level  of 

growth factors (GF) of interest is seen in HAM and spongy layer. No signif icant difference of GF in 

different zones is seen. The data are present on average ±  SEM, ANOVA statistical test,  bonferroni post 

test,  * p value <0.05, ** p value <0.01,  *** p value <0.001.  
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Fig.4  Effect  of TNF alpha on the expression of growth factors implicated in wound healing process.  

Expression of TNF -alpha in HAM from different donor (HAM 1 and 2 are from cesarean and HAM 3,4,5 

from spontaneous delivery) ( a );  Correlation between TNF alpha and growth factors ( b);  Inter donors 

TNF alpha analyze is present on average ± SEM, ANOVA statis tica l test,  bonferroni post test,  * p value 

<0.05, ** p va lue <0.01,  *** p value <0.001. Corelation datas are present on Pearson. 

 



  

122 
 

 
 

Fig.5 Correlat ion between t ime of labor and growth fa ctors.  The time of labor is demontrated by 

hour. For  caesarean the time of labor is equal 0 (n=5 placentas).  Corelationdatas are present on Pearson. 
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Supplementery Fig .1 Growth factors expression in the extract  of differentse HAM and spongy layer .  

Totale amount of growth factor  of intereste in the HA M of diffrentes donors (n=5). The data are 

present on average ± SEM, ANOVA statistica l test,  bonfer roni post test,  Graphpad Pr ism software, * p 

value <0.05,  ** p value <0.01, *** p value <0.001.  
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Supplementery Fig.2  Correlat ion between donor age  (a), gestat ional age (b), with growth factors.  The 

time of labor is demonstrated by hours, zero for  caserian and the gestational age in day (n=5).  

Corelationdatas are present on Pearson. 
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3. Étude III IMPLANTATION DE LA MATRICE DE COLLAGENE 

 
Cette étude est une collaboration avec le Dr Gervaise MOSSER de l’Université Parie 6, 

financée par la Satt Lutech. Le but est d’analyser la biocompatibilité des matrices de 

collagène du type I conçues par le Dr Gervaise MOSSER, dans la cornée. Comme précisé 

précédemment la cornée est un tissue très riche en collagène surtout au niveau de son 

stroma. Le développement de l’utilisation de ces matrices constituées seulement de 

collagène et transparente pour une implantation en Inlay ou Onlay peut être intéressant 

dans le cas des altérations du stroma. Pour cela les matrices ayant différentes 

concentrations ont été implantées au niveau de la cornée chez 12 lapins. 

3.1. MATERIELS ET METHODES 

3.1.1. Implantation de matrice de collagène  

 
Les matrices ont été préparées à partir de collagène de type I à différentes 

concentrations (40, 60, 80 et 100 mg/mL) par le Dr MOSSER à l’Université Paris 6 et 

envoyées au sein de notre unité de recherche.  

Le modèle utilisé était le lapin New Zealand [Charles Rivers].  

L’acte chirurgical s’est fait au sein de l’animalerie centrale située sur le Campus de 

Mont-Saint-Aignan.  

Le protocole d’implantation des cornées a été réalisé de la façon suivante : 

Dans le cadre d’une anesthésie générale, l’isoflurane [Belamont] à 5% pour 

l'induction et à 2.5% pour le maintien ont été utilisés. Du fait de la courte durée de 

l'anesthésie, le gaz utilisé avec l’isoflurane était l’air comprimé. 

Les lapins ont été opérés uniquement sur l’œil gauche, l'autre œil étant nécessaire à 

la bonne qualité de vie du lapin. 

La procédure chirurgicale a été réalisée par le Pr Marc MURAINE sous microscopie 

opératoire. Après la désinfection locale par Bétadine ophtalmique 5% [MEDA] le 

blépharostat a été mis en place. Une anesthésie locale par collyre de chlorhydrate 

d’oxybuprocaine a été réalisée. Par la suite, pour les greffe Inlay, le chirurgien a réalisé une 

incision cornéenne jusqu’à la moitié de l’épaisseur de la cornée. Puis une dissection 

lamellaire à l’aide d’une spatule, créant ainsi une poche lamellaire intra stromale, a été 

réalisée. Concernant les greffes Onlay, une trépanation très superficielle de la cornée sur un 
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diamètre de 5 ou 6 mm a été réalisée, puis l’épithélium et le stroma antérieure ont été 

retirés à l’aide d’une spatule à dissection lamellaire.  

   Puis le lenticule de collagène de 6 mm a été glissé au niveau du stroma. Une 

injection sous conjonctivale de Kenacort [Retard Bristol-Myers Squibb] a été réalisée à la fin 

de l'opération. 

Pour le réveil des lapins le masque d’anesthésie a été retiré et les lapins sont restés 

sous observation pendant environ 2 heures après l’opération. 

Pour le suivi post-opératoire, les lapins ont reçu un traitement par une pommade 

ophtalmique anti-inflammatoire et antibactérienne, Sterdex [Théa],  pendant une période de 

2 semaines, une fois par jour. Les lapins ont été examinés plusieurs fois par semaine à l’œil 

nu ou avec un biomicroscope couplé à un système de photographie et de vidéo. La ré-

épithélialisation a été vérifiée par instillation de fluorescéine 0.5% (SERB). 

3.1.2. Histologie 

 
Après sacrifice des lapins, les cornées implantées ont été gardées dans du formol et 

fixées à la paraffine. Elles ont été coupées au microtome à 5 µm. La coloration habituelle à 

Hématoxyline Éosine (HE) a été réalisée. Ces étapes ont été réalisées au CHU de Rouen. 

3.2. RESULTATS 

 
Le but de cette étude consistait à analyser la biocompatibilité des implants de 

matrice de collagène de type I au niveau du stroma cornéen. Ces matrices pourraient être 

des matériaux intéressants pour le remplacement du stroma. Pour cela les matrices ont été 

greffées chez 12 lapins de façon Inlay (n=6) ou Onlay (n=6). Plusieurs concentrations de 

matrices de collagène avaient été choisies, 40 mg/mL, 60 mg/mL, 80 mg/mL et 100 mg/mL. 

Les matrices avec des concentrations plus faibles pouvaient être plus facilement colonisées 

par les fibroblastes, cependant une concentration plus forte facilitait la manipulation de ces 

matrices. Les matrices avec des concentrations plus faibles que 80 mg/mL ont été très dures 

à manipuler car ces matrices avaient une tenue proche d’un gel. Pour ces raisons nous avons 

réalisé les greffes avec les matrices à  80 mg/mL et 100 mg/mL. 

6 lapins ont reçu un implant de matrice de collagène de façon Inlay, dont 3 qui ont 

été implantés avec une matrice à 80 mg/mL et 3 avec une matrice à 100 mg/mL (figure 35 A 

et B). Les matrices avec une concentration à 80 mg/mL ont uniquement été utilisées pour les 
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greffes Inlay. Ce choix a été fait dans le but d’observer si cette concentration favorisait la 

colonisation de cette matrice par les fibroblastes. 

 6 autres lapins ont reçu une implantation Onlay des matrices de collagène ayant une 

concentration à 100 mg/mL (figure 35 C).  

 
Figure 35 Schéma explicatif d'implantation Inlay et Onlay des matrices de collagènes. 

(A-C) Implantation Inlay des matrices de collagène (A) à concentration à 100 mg/mL, n=3. (B) à concentration à 80 mg/mL, 

n=3. (C)) Implantation Onlay des matrices de collagène à concentration à 100 mg/mL, n=6. 

 

Afin d’avoir une vue à long terme du comportement de ces matrices dans la cornée, 

les lapins ont été gardés 90 jours après l’opération. Ils ont reçu une pommade Sterdex deux 

fois par jour pendant deux semaines et l’état de l’œil des lapins a été vérifié 

approximativement toutes les 72 heures (Figure 36). Ces observations étaient dans le but de 

détecter si la matrice pouvait provoquer une gêne, une inflammation ou une opacité au 

niveau de la cornée des lapins. L’état d’épithélialisation des cornées a été vérifié tous les 30 

jours avec la fluorescéine. 

 
Figure 36 Schéma explicatif du protocole d’implantation des matrices de collagène. 

Le protocole a été d’une durée de 90 jours. Les lapins recevaient du Sterdex (anti-inflammatoire et antibactérienne) tous les 

jours pendant deux semaines. L’état d’épithélialisation de la cornée a été vérifié en utilisant de la fluorescéine à J30, 60 et 

90. A 90 jours les cornées ont été gardées pour l’analyse histologique 

 

 L’état général des cornées des lapins a été vérifié plusieurs fois par semaine pendant 

15 jours puis tous les 15 jours. L’épithélialisation a été vérifiée par l’instillation d’une goutte 
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de fluorescéine à J30, J60 et J90 (Figure 37 A). L’expérimentation a été arrêtée à J90 et les 

coupes histologiques ont été réalisées et suivies par une coloration HES (figure 37 B).  

 

 

Figure 37 Suivi des lapins étant implantés avec la matrice de collagène à 100 mg/mL et 80 mg/mL en Inlay et Onlay. 

(A) Observation de l’épithélialisation de la cornée des lapins par fluorescéine à J30 post-opératoire et à j90. (B) coupes 

histologiques et coloration HES. Figure représentative des greffes de matrice de façon Onlay avec une matrice à 100 

mg/mL, n=6 et des greffes de matrice de façon Inlay avec une matrice à 100 mg/mL n=3 et 80 mg/mL, n=3. Les flèches 

représentent l’implant. 
 

Les lapins n’ont pas montré de signe d’inflammation du début jusqu’à la fin du protocole.  

Concernant les greffes Onlay, un lapin a perdu son implant et un deuxième n’a pas eu 

une épithélialisation complète de sa cornée à J90. La moyenne de l’épaisseur des implants 

était de 20,5 μm. 

Concernant les greffes Inlay avec une matrice de 100 mg/mL, les implants n’étaient pas 

complètement transparents mais plutôt translucides. La moyenne de l’épaisseur de 3 

implants était de 72,6 μm (71, 84 et 63 μm). Les matrices à 80 mg/mL semblaient très 

transparentes et avaient une épaisseur de 16 μm (14, 18 et 15 μm). 

L’épaisseur des matrices est résumée dans le tableau 8. 
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Tableau 8 Épaisseur des matrices de collagène post-opératoire à J90. 

Implant Transparence de la 

matrice 

Moyenne de 

l’épaisseur à J 90 

Inlay 80 mg/mL Transparente 16 µm 

Inlay 100 mg/mL Translucide 72.6 µm 

Onlay 100 mg/mL Transparente 20.5 µm 

 

L’épaisseur des matrices préparée était environ à 300 µm. 

Finalement les 2 expérimentations (Inlay et Onlay) réalisées in vivo chez le lapin 

confirment une très bonne tolérance du matériau lorsqu’il est utilisé en intra stromal, mais 

également lorsqu’il est utilisé en overlay. Dans les deux situations, nous n’observons pas de 

cellules inflammatoires trois mois après la greffe, ni de signe inflammatoire à l’examen 

biomicroscopique normal. Nous avons également observé une très bonne épithélialisation 

de ces matrices. La matrice paraît plus transparente à des concentrations de 80 mg/mL que 

100 mg/mL. 

Les matrices ont été préparées avec une épaisseur d’environ 300 µm. Cependant nous 

avons observé une résorption très importante de ces matrices à J90 au niveau des coupes 

histologiques.  

3.3. CONCLUSION 

 
Le but de cette étude consistait à analyser la biocompatibilité des implants de matrice de 

collagène de type I dans les implantations au niveau stromal. Ces matrices étaient 

implantées de façon Inlay ou Onlay au niveau du stroma cornéen. Sur les 4 concertations 

(40, 60, 80 et 100 mg/mL) que nous souhaitions implanter, deux concentrations (80 et 100 

mg/mL) étaient manipulables. La matrice à 100 mg/mL semble être la plus adaptée à une 

utilisation en chirurgie. 

Le suivi des lapins a montré que les matrices de collagène étaient très bien tolérées au 

niveau de la cornée. Nous n’avons pas observé de signe d’inflammation ou de sensation de 

gêne chez les lapins. Les matrices à  80 mg/mL en Inlay et de 100 mg/mL en onlay étaient 

restées transparentes tout au long du protocole. Cependant les matrices n’avaient pas été 

colonisées par les fibroblastes. Nous avons également observé que la couche épithéliale 
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était très bien formée au niveau des implantations de matrices comme pour une greffe de la 

MAH. 

Ces résultats sont très encourageants. Du fait de leur transparence et de la facilité de 

manipulation, les matrices de 80 mg/mL peuvent être à long terme utilisées dans les 

implantations intra stromal. Ces matrices pourront être implantées en remplacement d’une 

partie du stroma ou sa totalité. Elles sont également des candidats intéressants pour les 

implantations réfractives intra stromal. 
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IV. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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1. Lyophilisation de la membrane amniotique  
 

Au cours de cette étude nous avons établi au sein de la banque de tissu du CHU de 

Rouen la lyophilisation de la membrane amniotique humaine (MAH). Ce travail de recherche 

a initialement été réalisé dans un but humanitaire avec Ophtalmo sans frontières qui nous 

ont permis d’acquérir un lyophilisateur. 

La MAH est un tissu connu pour sa capacité de cicatrisation. Depuis les années 1990 et 

après sa réintégration par Kim et Tseng en ophtalmologie, elle a été largement utilisée pour 

les greffes d’ulcères cornéens et les déficiences limbiques. Cette caractéristique est due à la 

teneur riche en protéines des MAH mais aussi à son rôle comme matrice qui facilite 

l’épithélialisation. Pour ces raisons il est très important que ces caractéristiques soient 

conservées dans les MAH L. Afin d’analyser l’efficacité de notre méthode de lyophilisation 

nous avons analysé ses différentes propriétés dans nos MAH L et comparé avec la MAH C 

actuellement utilisée en clinique. 

1.1.Capacité d’épithélialisation équivalente entre les MAH L et les MAH C 
 

La première démarche de notre étude a été d’évaluer la capacité des MAH à favoriser la 

prolifération des cellules épithéliales in vitro. Pour cela dans un premier temps nous avions 

mis en place la culture des cellules épithéliales sur plaque. Cette étape a été assez difficile, 

les cellules en culture dans le premier milieu utilisé, SHEM, prenaient rapidement un aspect 

fibroblastique. En effet les fibroblastes sont des cellules avec une capacité de prolifération 

forte ce qui génère des contaminations dans de nombreuses cultures primaires, telles que 

les cultures des kératinocytes (Linge et al., 1989) 

Loureiro et coll avaient montré qu’en utilisant un milieu de culture ressemblant à notre 

milieu SHEM, ils obtenaient des CEC avec un aspect épithélial. Cependant dans notre étude 

après quelques jours de culture la majorité des cellules avaient un aspect fibroblastique 

(Loureiro et al., 2013). Dans cette étude ils avaient également comparé la culture des CEC 

dans deux autres milieux de culture, le KSFM et l’Epilife. L’aspect des CEC était beaucoup 

mieux défini dans ces deux milieux que dans le milieu SHEM. Nous avions également observé 

que les cellules en culture dans le milieu KSFM avaient une forme cuboïdale et mieux définie 

que dans notre milieu SHEM. Nous n’avons pas utilisé le milieu Epilife.  
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Le milieu KSFM est un milieu avec une concentration faible en calcium, cela favorise le 

maintien du profil souche des cellules (Ma and Liu, 2011). Cependant Loureiro et coll, 

comme dans notre étude, ont retrouvé l’expression de la CK3 marqueur des CEC 

différenciées dans ces cultures. Nous avons également observé dans ces cultures 

l’expression de la CK12, autre marqueur des CEC, aux niveaux transcriptomique et 

protéomique. L’utilisation de ce milieu qui permet de garder le profil souche afin d’avoir un 

renouvellement plus long des cellules en culture mais qui n’empêche également pas la 

différenciation en CEC nous a semblé être un bon choix. 

La culture des CEC mise au point, nous avons comparé la capacité d’épithélialisation de 

ces cellules sur les MAH L et les MAH C. Le but de notre étude étant la comparaison de la 

prolifération des CEC sur la MAH et la MAH C, nous avons dénudé enzymatiquement nos 

MAH de leur couche épithéliale. En effet Koizummi et coll, ont montré que les cellules mises 

en culture sur les MAH dénudées favorisent le phénotype épithélial de ces cellules. La 

culture des cellules extraites enzymatiquement sur les MAH n’a pas été concluante. Ces 

cellules se sont retrouvées à côté de la MAH et peu de cellules ont adhéré à la MAH. La 

culture des explants est une méthode fréquemment utilisée depuis la démonstration de son 

efficacité par Pellegnir (Pellegrini et al., 1999). La culture des explants sur MAH nous a 

permis d’avoir des cellules adhérant directement sur la MAH. Les cellules ont commencé à 

proliférer du limbe à environ 6 jours après les mises en culture, Mariappan et coll ont 

également observé le début de la prolifération des cellules du limbe entre J4 et J5 

(Mariappan et al., 2010). Cependant ils ont également observé une confluence des cellules 

en monocouche entre J10 et J14, ce qui n’a pas été observé dans notre étude. Nous avons 

également observé une prolifération asymétrique des CEC du limbe. La prolifération des 

cellules issues du limbe a été faible dans notre expérience et nous avons observé plusieurs 

couches de cellules dans certaines cultures.  

Nous n’avons pas observé de différence entre la capacité d’épithélialisation des MAH L et 

des MAH C. Cependant le nombre faible de cellule ayant proliféré sur les deux types de MAH 

permet difficilement de conclure sur la capacité d’épithélialisation des MAH L. 

 

 



  

137 
 

1.2.Analyses structurelles 
 

En plus de l’importance de son rôle pour l’apport des protéines importantes dans 

l’épithélialisation, la MAH a également un rôle de matrice afin de faciliter l’épithélialisation. 

Dans le but d’étudier si la structure de la MAH est impactée par la lyophilisation nous avons 

analysé la MAH par microscopie électronique.  

La monocouche épithéliale de la cornée n’a pas été impactée par le processus de 

lyophilisation. Nous retrouvons dans les deux MAH (lyophilisée et congelée) une couche 

intacte de cellules épithéliales avec une forme cuboidale et nous retrouvons également les 

microvillis présents à la surface de ces cellules (Allen et al., 2013). En comparaison avec 

l’étude de Rodriguez et coll, dans lequel ils avaient observé l’impact de la lyophilisation sur la 

structure de la MAH, nous ne retrouvons pas les structures aussi bien définies dans les MAH 

L (Rodríguez‐Ares et al., 2009). Dans notre étude les MAH L ont une structure des protéines 

de la MEC désorganisée. Cela peut poser des problèmes quant au rôle de la MAH comme 

une matrice pour la croissance cellulaire. Dans notre étude nous n’avons pas utilisé de 

lyoprotecteur, un Lyoprotecteur tel que tréhalose pourrait conserver la structure de la MAH. 

La comparaison des différentes recettes de lyophilisation reste compliquée d’un point de 

vue technico-économique, cependant durant notre étude nous avons pu optimiser nos 

paramètres de lyophilisation suite à nos échanges avec le Docteur Laurence BARNOUIN 

directrice générale de la banque de tissus TBF basée à Mions.  

1.3. Expression protéique  

 
Le deuxième aspect important de la MAH L est sa teneur en facteurs de croissance. En 

effet la membrane amniotique est un tissu riche en facteurs de croissance tels que l’HGF, 

l’EGF, le KGF, le -NGF et le TGF-   

Dans notre étude nous avons retrouvé un taux total de protéines avec une moyenne de 

0,7mg/mL de protéines par MAH. Dans une autre étude ce taux retrouvé était en moyenne 

de 0,4 mg/mL (sur 13 donneurs) (López‐Valladares et al., 2010). Le taux de protéines total 

était très variable selon les placentas. Nous avons également remarqué les mêmes résultats 

dans notre étude de mapping. 

Sur les 5 facteurs de croissance analysés, le taux de 2 facteurs de croissance, l’HGF et -

NGF, reste inchangé dans la comparaison des deux méthodes de conservation. L’EGF et le 
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KGF semblent être mieux conservés par la lyophilisation que par la congélation même si 

cette différence n’est significative que dans un lot.  

L’HGF et l’EGF sont les facteurs de croissance les plus exprimés dans les 3 lots de MAH. 

Ces deux facteurs ont un rôle primordial dans le processus de cicatrisation et 

d’épithélialisation de la cornée. Le taux faible d’expression du TGF-1 a un effet favorable 

sur l’épithélialisation de la cornée, car comme expliqué précédemment le TGF-1 inhibe la 

prolifération des CEC (Honma et al., 1997; Carrington et al., 2006). Cependant la présence 

d’un faible taux de TGF-1 est intéressante pour son effet sur la stimulation des fibroblastes 

au niveau du stroma (Kay et al., 1998).  

L’analyse par label-free des extraits protéiques des MAH L et MAH C a permis de détecter 

un grand nombre de protéines. 74% de ces protéines sont en commun entre les MAH C dans 

les trois lots et ce pourcentage est égal à 73% pour les MAH L. La conservation des MAH par 

congélation étant une méthode validée (notre référence), la proximité de ces pourcentages 

de conservation protéique entre les 3 lots valide la reproductibilité de la méthode d’analyse 

et de lyophilisation des 3 lots. Nous avons également observé que 88 % des protéines 

identifiées sont en commun entre les MAH L et les MAH C, indiquant que le nombre de 

protéines identifiées dans les deux méthodes ne diffère que de 12%. Ces résultats indiquent 

que la lyophilisation n’altère pas plus de protéines que la méthode de référence 

(congélation).   

Parmi les protéines identifiées dans les MAH C et les MAH L, nous n’avons pas retrouvé 

de protéines importantes dans la cicatrisation étant surreprésentées par la MAH C. 

Concernant les protéines surreprésentés dans les MAH L nous avons retrouvé le TGF-1, ce 

qui est en cohérence avec les résultats de l’ELISA. Nous avons également observé que deux 

protéines, la Procollagen galactosyltransferase et la EMILIN-1, ayant un rôle dans le 

processus d’adhésion cellulaire sont surreprésentées dans les MAH L.  

1.4. Implantation In vivo 

 
Afin de comparer la capacité des MAH L et des MAH C à épithélialiser la cornée In vivo 

nous avons réalisé deux protocoles chez le lapin. Dans le premier protocole les lapins (n=6) 

avaient eu deux ulcères sur la même cornée. Un ulcère avait été greffé avec la MAH L (n=4) 

ou la MAH C (n=2), l’autre n’avait pas été greffé (contrôle). Nous n’avons pas observé de 

différence entre la vitesse d’épithélialisation des MAH L, MAH C et le contrôle. Libera et coll, 
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n’avaient également pas observé de différence entre la vitesse d’épithélialisation des MAH L, 

MAH C et le groupe contrôle (Libera et al., 2008). Ces résultats montrent que la MAH L est 

aussi bien tolérée que la MAH C au niveau de la cornée. Les cornées des lapins étaient des 

cornées saines, il est donc normal de retrouver la même capacité d’épithélialisation entre les 

MAH et le contrôle.  

Dans le deuxième protocole nous avons réalisé la greffe de MAH C et de MAH L sur la 

même cornée. Les lapins n’ont pas montré de signes d’inflammation au cours du protocole. 

Au final ces résultats montrent une bonne tolérance de la MAHL. Elles ne montrent 

également pas de différence entre la capacité de d’épithélialisation des MAH C et MAH L.  

Notre étude a été réalisée dans un environnement stérile, cependant pour une 

utilisation en clinique le tissu doit être soit irradié ( ou  irradiation) soit chimiquement 

viro-innactivé. Ces étapes peuvent altérer les propriétés de la MAH. Il est donc important 

que les analyses réalisées soient reproduits sur les MAH L après ces étapes. 

2. Mapping de la membrane amniotique 
 

L’étude du mapping a été réalisée dans le but de cartographier l’expression des 

différents facteurs de croissance importants dans l’épithélialisation dans différentes zones 

de la membrane amniotique. 3 zones avaient été choisies en fonction de la distance par 

rapport au cordon ombilical, zone proche du cordon, zone intermédiaire et zone externe. 

Nous avons également voulu observer l’importance de garder ou non la couche spongieuse. 

Cette couche spongieuse, placé entre l’amnios et le chorion, est éliminée dans la préparation 

des patchs de MAH. 

Hopkinson et coll, ont montré une variation de l’expression du TGF-1 entre les 

différents donneurs (Hopkinson et al., 2006). Ils ont également observé un taux plus faible 

de ce facteur dans l’amnios que le chorion. Dans notre étude nous avons observé que le taux 

de TGF-1 était faiblement exprimé que ce soit au niveau de la couche spongieuse ou au 

niveau de la MAH conventionnelle. Le taux faible d’expression du TGF-1 a un effet 

favorable sur l’épithélialisation de la cornée, car il inhibe la prolifération des CEC (Honma et 

al., 1997; Carrington et al., 2006). Un taux faible de TGF-1 permettrait la facilitation de la 

cicatrisation par la stimulation des fibroblastes au niveau du stroma (Kay et al., 1998). 
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Giquel et coll, ont également montré la variation de l’expression de l’EGF entre les 

donneurs et entre les différentes zones. Nous retrouvons également une variation inter 

donneur de ce facteur mais cette différence n’a pas été observée entre les différentes zones.   

Nous n’avons également pas retrouvé de différence d’expression de l’HGF, du KGF et 

du NGF entre les différentes zones. Ces résultats indiquent que les patchs peuvent être 

prélevés au niveau de toutes les zones du placenta sans influencer les résultats de la GMA. 

Mitchell et coll, ont démontré que le TNF- stimule la production de la 

prostaglandine dans le placenta. Dans notre étude nous avons vérifié si cette cytokine 

pouvait avoir un effet sur le taux des facteurs de croissance d’intérêt. Nos résultats n’ont pas 

montré de corrélation entre l’expression de ces facteurs et le TNF- 

Lopez et coll, ont montré l’influence du temps de grossesse de la future mère sur le taux 

de facteurs de croissance (López‐Valladares et al. 2010). Dans notre étude en plus de ce 

paramètre nous avons également regardé la corrélation avec d’autres paramètres tels que le 

temps de travail, le nombre de grossesses et l’âge de la mère.  

Au final les résultats de cette étude ont montré que la couche spongieuse contient un 

taux élevé de facteurs de croissance. Le fait de garder cette couche dans la préparation des 

MAH pourrait être un point positif facilitant la cicatrisation des CEC. 

Nous avons également observé une variation d’expression du taux des facteurs de 

croissance entre les placentas. Les corrélations avec différents paramètres n’ont pas permis 

de choisir un facteur permettant la sélection de placentas avec un taux plus élevé de 

facteurs de croissance. 

3. Implantation de matrice de collagène  
 

Cette étude est une collaboration avec le Dr Gervaise MOSSER de l’Université Parie 6 et 

est financée par la Satt Lutech. Le but de ce projet consistait à analyser la biocompatibilité 

des implants de matrice de collagène de type I au niveau du stroma cornéen. Ces matrices 

sont des matériaux intéressants pour un remplacement du stroma cornéen dans sa totalité 

ou dans une partie. Pour cela les matrices doivent être colonisables par les cellules de la 

cornée et également transparentes.  
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Dans notre protocole les matrices avaient été implantées soit de façon Inlay avec une 

concentration de 80 et 100 mg/mL soit de façon Onlay avec une concentration de 100 

mg/mL. 

Les résultats obtenus de cette étude sont très encourageants surtout dans les 

implantations intra stromal où les matrices de 80 mg/mL étaient très facilement 

manipulables et étaient restée transparentes tout au long du protocole.  

Ces observations montrent que ces matrices peuvent à plus long terme être utilisées 

dans les greffes intra stomales. Nous pouvons également envisager à plus long terme que 

cette matrice puisse remplacer les greffes de cornée, cependant pour cela il faut une 

amélioration de la matrice. En effet pour que la matrice puisse être considérée comme 

utilisable en remplacement de la greffe de cornée il faut qu’elle soit colonisable, 

transparente et également cicatrisée facilement. 

Malgré ces résultats positifs la résorption de la matrice en post-opératoire doit être 

expliquée. Nous proposons deux hypothèses. La première étant qu’il s’agirait d’un 

amincissement progressif de semaine en semaine et qui va se solder à la longue par la 

disparition totale du matériau. La deuxième hypothèse est, qu’il s’agirait d’une diminution 

de la concentration en eau du biomatériau avec un amincissement de celui-ci survenant 

rapidement après l’intervention, et restant ensuite stable pendant des mois. 

Afin d’analyser ces hypothèses il serait intéressant d’effectuer un deuxième protocole 

d’implantation chez le lapin. L’épaisseur de l’implant serait vérifiée à plusieurs temps J2, J7, 

J15, J30 et si besoin J60 et J90. Cela nous permettra d’observer si l’implant s’amincit 

progressivement ou si elle se produit directement après l’implantation à J2. Dans le but de 

réduire le nombre de lapins utilisés nous proposons que deux lapins soient sacrifiés à chaque 

temps donné. Cela permettra de n’intégrer que 12 lapins dans ce protocole.  
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