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CHaAaPITRE 1

Le concept de surface oculaire

| — HISTOLOGIE ET ANATOMIE
DE LA SURFACE OCULAIRE

B. KaANTELIP,

L'essentiel

La conjonctive est divisée en trois régions : conjonctive palpébrale, fornix (culs-de-sac conjonctivaux) et conjonctive bulbaire.
L'épithélium conjonctival comprend des cellules mucipares, responsables de la sécrétion du mucus, composant du film lacrymal.

Elles expriment le MUC5AC, le MUCT9.

Le chorion conjonctival comprend des glandes annexes participant a la sécrétion du film lacrymal : glandes séreuses (glandes de
Krause et de Wolfring) et glandes muqueuses (glandes ou cryptes de Henle).

La vascularisation est assurée par |'artere palpébrale et I'artere ciliaire antérieure, tandis que l'innervation dépend de la branche
ophtalmique de Willis du trijumeau (nerfs lacrymal, nasal, frontal, ciliaires antérieurs et sous-orbitaire).

Le tissu lymphoide associé a la conjonctive (conjunctiva-associated lymphoid tissue ou CALT) est constitué de lymphocytes dispersés
dans I'épithélium et le chorion, et est responsable de la reconnaissance antigénique et allergénique.

La cornée comprend cing couches qui sont de dehors en dedans : I'épithélium pavimenteux, la couche de Bowman qui corres-
pond a une condensation du stroma antérieur, le stroma cornéen, la membrane de Descemet et les cellules endothéliales. La
membrane de Descemet correspond a la membrane basale des cellules endothéliales. La cornée recoit une riche innervation
sensitive (plexus cornéen) a partir des nerfs ciliaires antérieurs de la branche ophtalmique du trijumeau.

E. FrRouiN

I Anatomie

m CONJONCTIVE

La conjonctive est une membrane muqueuse richement vasculari-
sée qui couvre la surface antérieure du globe oculaire et la face
postérieure des paupiéres supérieures et inférieures. Elle est res-
ponsable de la sécrétion du mucus, qui est essentiel pour la sta-
bilité du film lacrymal et la transparence cornéenne. Elle contient
des cellules immunocompétentes capables d'initier et de participer
a la réaction inflammatoire.
La conjonctive est divisée en trois régions [1].

CONJONCTIVE PALPEBRALE

En continuité avec le revétement cutané, elle comprend trois par-
ties :

- la conjonctive marginale qui débute en arriere de la ligne
des orifices de la glande de Meibomius et se termine au sillon

tarsal. Elle constitue la zone de transition entre |"épiderme (épithé-
lium pavimenteux kératinisé) et I"épithélium conjonctival qui n’est
pas kératinisé ;

—la conjonctive tarsale qui lui succéde et est adhérente au
tarse ;

- la conjonctive orbitaire qui s'étend du tarse au cul-de-sac
conjonctival.

CULS-DE-SAC CONJONCTIVAUX OU FORNIX

Ils représentent la zone de transition entre les conjonctives palpé-
brale et bulbaire. On distingue quatre culs-de-sac :

- le cul-de-sac supérieur, le plus profond, qui est situé au
niveau de la marge orbitaire et & une distance de 8 a 10 mm du
limbe ;

- le cul-de-sac inférieur qui est distant de 8 mm du limbe ;

- le cul-de-sac externe qui est situé a 14 mm du limbe ;

- le cul-de-sac interne qui occupé par la caroncule et le repli
semi-lunaire (rudiment d’'une troisieme paupiére).
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CONJONCTIVE BULBAIRE

Il s'agit d'une membrane fine et transparente. On en distingue
deux parties :

- la partie sclérale qui s'étend du cul-de-sac conjonctival au
limbe. Elle est facilement clivable car séparée de la capsule de
Tenon par le tissu conjonctif sous-conjonctival. A environ 3 mm
du limbe, la conjonctive, la sclérotique et la capsule de Tenon sont
fermement attachées et, a cet endroit, la conjonctive devient plus
difficilement mobilisable ;

- la partie limbique qui réalise un anneau de 3 mm de large a
la jonction entre les épithéliums conjonctival et cornéen.

m CORNEE

La cornée comprend cing couches qui sont de dehors en dedans :
I'épithélium pavimenteux au contact du film lacrymal reposant sur
une membrane basale ; la couche de Bowman qui correspond a une
condensation du stroma antérieur ; le stroma cornéen ; la membrane
de Descemet ; les cellules endothéliales. La membrane de Descemet
correspond a la membrane basale des cellules endothéliales.

I Epithéliums

m HISTOLOGIE DE LEPITHELIUM
CONJONCTIVAL

La conjonctive est une muqueuse formée d'un épithélium pluri-
stratifié non kératinisé contenant des cellules & mucus (ou goblet
cells). 1l est constitué de deux a huit-dix couches cellulaires selon
la localisation reposant sur un tissu conjonctif lache (stroma),
ces deux structures étant séparées par une membrane basale. Le
nombre de cellules & mucus varie selon la localisation, comme
I'épaisseur de I'épithélium pluristratifié. Ainsi on distingue quatre
aspects morphologiques différents développés ci-dessous.

EPITI-!ELIUM DE TRANSITION DE LA MARGE
PALPEBRALE

I s'agit d'une zone de transition entre un épithélium pavimenteux
pluristratifié et kératinisé qu'est I'épiderme et un épithélium pavi-
menteux pluristratifié non kératinisé qu'est I'épithélium conjonctival.

EPITHELIUM CONJONCTIVAL DES CONJONCTIVES
TARSALE (fig. 1-1) ET BULBAIRE (fig. 1-2)

Dans ces deux localisations, 1'épithélium se modifie peu a peu
pour ressembler a I'épithélium particulier du fornix et les cellules
superficielles deviennent progressivement cylindriques. Les cellules
a mucus, absentes au limbe et dans I'épithélium de transition,
augmentent graduellement en nombre et culminent au fornix,
dans la caroncule et le repli semi-lunaire. Elles ont un aspect cali-
ciforme, a pble sécrétoire ouvert vers la surface, et sont colorées
en rose-rouge par la coloration par I'acide périodique de Schiff
(periodic acid Schiff ou PAS).

EPITHELIUM CONJONCTIVAL AU FORNIX

Il sagit d'un épithélium pluristratifié cylindrique (fig. 1-3). A cet
endroit, les cellules a mucus sont les plus nombreuses.

LIMBE

II constitue une zone de transition entre I"épithélium conjonctival
et I'épithélium cornéen. Il est revétu par un épithélium pluristrati-
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fié pavimenteux, qui s'épaissit progressivement, avec une dispari-
tion des cellules a mucus.

CELLULES EPITHELIALES DE L’EPITHELIUM
CONJONCTIVAL (fig. 1-4)

Cellules basales

Elles sont cubiques, réparties sur une seule couche et sont sépa-
rées du chorion par la membrane basale. Elles correspondent a
des cellules indifférenciées et ont un potentiel d’autorenouvel-
lement. On peut donc observer des mitoses dans cette couche
cellulaire.

A I'examen ultrastructural, leur cytoplasme contient des fais-
ceaux de tonofilaments entrecroisés correspondant a des filaments
de kératine (voir ci-apres). Les organites cellulaires, notamment les
mitochondries et le réticulum endoplasmique rugueux, sont essen-
tiellement situés dans I'espace périnucléaire qui est dépourvu de
tonofilaments.



Aspect de I'épithélium conjonctival en ultrastructure (micro-
scopie électronique x 8000).

L'épithélium comprend : des cellules basales cubiques, reparties sur une
couche au contact de la membrane basale (1); des cellules intermédiaires
qui sont pavimenteuses et dont le nombre de couches varie selon la loca-
lisation (2); des cellules superficielles qui sont pavimenteuses ou cylin-
driques (3). Il est a noter la présence de cellules a mucus (4).

Cellules intermédiaires

Cette couche de cellules n'apparait que dans les zones ol 'épithé-
lium conjonctival est le plus épais, surtout au limbe et au fornix.
Leur cytoplasme contient des filaments intermédiaires qui mesu-
rent 10 mm et sont groupés en faisceaux plus fins que ceux des
cellules basales. Comme dans les cellules basales, les organites
sont présents dans |'espace clair périnucléaire et sous la mem-
brane cytoplasmique. Ces organites sont représentés par des mito-
chondries, du réticulum endoplasmique rugueux, de nombreux
polyribosomes et, exceptionnellement, un appareil de Golgi bien
développé.

Cellules superficielles [2, 3]

Elles correspondent a toutes les cellules dont le p6le apical est au
contact du film lacrymal. Les cellules épithéliales superficielles sont
de forme variable : aplaties (pavimenteuses) au limbe, cubiques au
tarse, cylindriques au fornix.

Elles sont classées en cing catégories selon le type de sécrétion
ou le type d'organite prépondérant dans la cellule. Leur réparti-
tion est variable selon les différentes régions anatomiques de la
conjonctive.

CELLULES DE TYPE I : CELLULES A MUCUS

Elles sont dispersées entre les autres cellules ou regroupées en
amas ou microglandes intra-épithéliales dans le fornix supérieur.
Elles sont responsables de la sécrétion de mucines (essentiellement
des sialomucines) et sont colorables par le bleu alcian. Les cel-
lules & mucus sont innervées et leur sécrétion serait induite par
une stimulation nerveuse. Elles apparaissent comme des cellules
au cytoplasme clair du fait de leur abondante sécrétion, refoulant
le noyau au pole basal.

En microscopie électronique (fig. 1-5), les grains de mucus stoc-
kés dans le cytoplasme sont denses aux électrons et sont cernés
par une membrane. L'appareil de Golgi est bien développé et situé
en position supranucléaire. Lorsque la cellule est en fin de phase
de synthése, le mucus occupe la plus grande partie de la cellule,
les organites et le noyau étant refoulés au péle basal de la cellule.
La sécrétion des grains de mucus se fait selon un mode apocrine :
une expansion cytoplasmique contenant les produits de sécrétion
se détache en bloc de la cellule.

Le concept de surface oculaire

m Cellules & mucus en ultrastructure (microscopie électro-
nique x 5000).

Les grains de mucus (*) sont stockés dans le cytoplasme, refoulant le noyau
au pdle basal de la cellule.

En immuno-histochimie, les cellules @ mucus sécrétent particu-
lierement le MUC5AC, constituant majeur du film lacrymal. Plus
récemment, le MUC19 a été noté comme étant fortement exprimé
dans ces cellules [4]. De méme, il a été trouvé une expression de
TFF1 (ou pS2) et TFF3 (ou hP1.B/hITF) dans les cellules a mucus,
toujours en association avec MUC5AC [5]. Ces peptides (P-domain
peptides, trefoils factors) formeraient un dimeére avec leur mucine
spécifique augmentant leur viscosité. Dans ces cellules, on trouve
des filaments intermédiaires correspondant principalement a la
cytokératine 7 (CK7) [6]. Les CK8, 18, 19 ont été observées dans
ces cellules mais de maniére inconstante selon les auteurs (voir ci-
apres pour la classification des cytokératines) [7].

CELLULES DE TYPE II

Ces cellules sont distinguées des précédentes uniquement en
microscopie électronique et participeraient a la sécrétion du
mucus. Elles constitueraient pour Steuhl et Knorr le second mucus
system, c'est-a-dire des cellules non & mucus (non goblet) mais pos-
sédant des propriétés sécrétoires mises en évidence en microscopie
électronique et par histo-enzymologie [3]. En effet, la coloration
du contenu des vésicules par le fer colloidal (technique de Hale)
suggére la présence de mucines. De plus, il a été démontré que
les mucoprotéines synthétisées correspondaient a des sialomu-
cines et a des sulfomucines neutres [8], et que les vésicules des
cellules de type Il contenaient de |'acide sialique et du N-acétyl-
galactosamine [9].

Dans ces cellules, les organites cytoplasmiques sont représentés
par du réticulum endoplasmique rugueux et un appareil de Golgi.
Leur produit de sécrétion se présente sous forme soit de vésicules
soit de granules.

Les vésicules formées a partir de I'appareil de Golgi mesu-
rent 100 a 500 nm. Leur contenu est osmiophile (fixant l'acide
osmique) et inhomogene. Dans ces cellules, le mécanisme de
sécrétion est de type mérocrine (par exocytose des vésicules apres
fusion & la membrane cytoplasmique apicale) sauf dans le fornix
ou elle est de type apocrine.

Les granules denses aux électrons mesurent de 30 a 100 nm
de diametre. Ils sont entourés par une double membrane et sont
situés sous la membrane cytoplasmique apicale avec laquelle ils
sont fréquemment en contact.
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Les cellules de type Il peuvent étre divisées en trois sous-
groupes :

— des cellules contenant des vésicules osmiophiles inhomo-
genes, les plus fréquentes et présentes dans toute la conjonc-
tive ;

— des cellules contenant des granules osmiophiles homogenes,
moins fréquentes mais présentes dans toute la conjonctive ;

—des cellules prismatiques avec sécrétion de type apocrine,
présentes au fornix.

CELLULES DE TYPE 1II

Elles contiennent un appareil de Golgi important. Elles sont impli-
quées dans la synthése du mucus et font partie, comme les cellules
de type II, du second mucus system.

CELLULES DE TYPE 1V

Les cellules contiennent un appareil de Golgi mais surtout un réti-
culum endoplasmique rugueux proéminent formé de citernes de
taille variable, situées a proximité du noyau. Le réticulum endo-
plasmique rugueux est impliqué dans la synthése des protéines
associées au mucus et, surtout, des anticorps, des enzymes et des
cytokines présents dans le film lacrymal [10].

CELLULES DE TYPE V

Ces cellules contiennent de 40 a 50 mitochondries (par plan de
coupe) qui sont localisées préférentiellement au podle apical de
la cellule. Elles sont donc impliquées dans les processus néces-
sitant de 'énergie : synthése des protéines, mouvements cellu-

laires et transport actif des médicaments appliqués localement par
exemple [10].

CELLULES NON EPITHELIALES
DE LA CONJONCTIVE

Qutre les cellules épithéliales, I"épithélium conjonctival contient
des mélanocytes, dont la morphologie est identique aux mélano-
cytes cutanés. lls sont situés au sein des cellules basales de I'épi-
thélium. De plus, des lymphocytes sont dispersés dans les couches
basales épithéliales et participent aux conjunctiva-associated lym-
phoid tissues (CALT) (voir ci-aprés). Enfin, des cellules de Langer-
hans, cellules immunocompétentes particulierement impliquées
dans les pathologies allergiques de type retardé, sont dispersées
dans les couches suprabasales, particuliérement au limbe [11,
12]. Ces éléments expriment le CD1a, la PS100 et la langérine,
anticorps utilisés pour les mettre en évidence en pathologie de
routine.

m HISTOLOGIE DE LEPITHELIUM
CORNEEN

En contact avec le film lacrymal, I'épithélium cornéen de sur-
face est de type pavimenteux stratifié. Il comporte de cing a sept
couches de cellules, mesure 50 um d‘épaisseur et représente 10 %
de I"épaisseur totale cornéenne (fig. 1-6 et 1-7).

L'endothélium cornéen, sur la face opposée de la cornée, corres-
pond a un épithélium unistratifié composé de cellules polygonales.

CELLULES BASALES

Elles s'organisent en une seule couche et reposent sur une mem-
brane basale fine qui sépare I'épithélium de la membrane de Bow-
man et du stroma.

Elles sont cylindriques et mesurent 18 pum de haut pour 10 ym
de large. Leur noyau est ovalaire, leur grand axe est perpendi-
culaire a la membrane basale. En microscopie électronique, leur
cytoplasme est riche en glycogéne et contient peu d'organites. Il
renferme de nombreux filaments de kératine.

A4 Epithélium cornéen pavimenteux reposant par l'intermé-
diaire d’'une membrane basale fine sur la couche de Bowman (*) (bleu
de toluidine x 40).

CELLULES INTERMEDIAIRES

Elles sont disposées sur deux ou trois assises a la partie centrale de
la cornée, et sur quatre a cing a sa périphérie. Elles représentent
un état de transition entre les cellules basales et les cellules super-
ficielles. Elles sont de forme polygonale, avec une face antérieure
convexe et une face postérieure concave. Leur noyau est allongé
dans le grand axe de la cellule.

En microscopie électronique, le cytoplasme dense aux électrons
contient les organites habituels, mais I"appareil de Golgi est plus
important que dans les cellules basales. Dans le cytoplasme des cel-
lules intermédiaires constituant |'assise médiane, des vésicules appa-
raissent au voisinage de |'appareil de Golgi. Le cytoplasme contient
des microtubules et de trés nombreux filaments de kératine.

CELLULES SUPERFICIELLES

Elles représentent les cellules les plus différenciées de I'épithélium
cornéen. Les cellules superficielles sont allongées et aplaties. Elles
mesurent 45 um de longueur et en moyenne 4 um d‘épaisseur.



Elles se répartissent en deux ou trois couches. Les cellules les plus
profondes ont un noyau allongé dans le grand axe de la cellule. La
couche des cellules les plus superficielles correspond aux cellules
les plus matures qui vont desquamer. Leur noyau a disparu ou
persiste sous forme de mottes chromatiniennes condensées.

En microscopie électronique, le cytoplasme des cellules superfi-
cielles contient des filaments, de nombreux granules de glycogene
et un appareil de Golgi bien développé associé a de nombreuses
vésicules. La membrane cytoplasmique apicale des cellules les plus
superficielles est hérissée de microvillosités et de microplis sous-
tendus par des filaments d'actine. Le role des microvillosités et des
microplis n'est pas totalement identifié. lls entrainent une augmen-
tation de la surface membranaire favorisant ainsi les échanges avec
le film lacrymal. De plus, ils pourraient servir de points d'ancrage
au film lacrymal.

m HISTOLOGIE DE LENDOTHELIUM
CORNEEN

L'endothélium constitue une couche unique de cellules polygo-
nales qui repose sur la membrane de Descemet. Leur noyau est
central. En microscopie électronique, les organites cellulaires sont
nombreux et représentés par des microfilaments, des vésicules de
pinocytose, des mitochondries, du réticulum lisse et rugueux, de
nombreux ribosomes et un important appareil de Golgi (fig. 1-8).
Ces organites sont caractéristiques de cellules avec un transport
actif vésiculaire intracytoplasmique et d‘une importante synthése
de protéines. Ce transport vésiculaire a un role notable dans la
transparence cornéenne en régulant les mouvements d‘eau dans la
cornée et en assurant une déturgescence de la cornée.

La membrane de Descemet est une membrane basale synthéti-
sée par les cellules endothéliales dont I'épaisseur augmente avec
I'dge. Elle comprend lors de I'examen ultrastructural deux zones :
une zone striée postérieure (aussi appelée zone striée) qui apparait
durant la vie foetale et une zone antérieure non striée qui apparait
durant la vie adulte.

En 2013, Dua et al. [13, 14] ont décrit, a partir de consta-
tations de kératoplasties lamellaires antérieures profondes réali-
sées ex vivo sur des yeux humains d'une banque de cornée, une
couche prédescemétique qu'ils ont dénommeée pre-Descemet layer
(PDL) ou Dua’s layer (DL). Cette couche serait située entre la face
antérieure de la membrane de Descemet et le premier kérato-
cyte du stroma postérieur. Elle serait formée de cing a huit fines
lamelles de faisceaux de collagéne orientées en directions longitu-
dinale, transverse et oblique. Elle serait dépourvue de kératocytes
(absence de marquage par le CD34). La composition en collagénes

EBNEN Le cytoplasme des cellules endothéliales est riche en orga-
nites, notamment mitochondries (1) et appareil de Golgi (2) (microsco-
pie électronique x 20 000).

Le concept de surface oculaire

serait légérement différente du stroma cornéen, avec une augmen-
tation des collagénes IV et VI, tandis que la composition en colla-
genes | (importante) et V (faible) serait similaire. La composition
en protéoglycanes (lumicane, mimecane, décorine notamment)
serait identique au stroma cornéen.

Cette description souléve toutefois des controverses [15, 16], la
PDL pouvant plutdt correspondre a une variation anatomique de
la partie postérieure du stroma cornéen. Ces données nécessitent
d'étre confirmées par d'autres équipes.

Mécanismes
d’adhésion cellulaire

Deux mécanismes principaux assurent I'adhérence des cellules
entre elles et de I'épithélium au stroma. Le premier, « mécanique »,
est constitué de structures reconnaissables lors de I'examen mor-
phologique de la membrane cellulaire et de la membrane basale
épithéliale (desmosomes notamment). Le second se fait par inte-
raction moléculaire d'un récepteur avec un ligand situé soit dans
la membrane cellulaire, soit dans la matrice extracellulaire.

m SYSTEME MECANIQUE D’ADHESION
CELLULAIRE

ADHERENCE CELLULE-CELLULE (fig. 1-9)

Les cellules épithéliales sont unies entre elles par des complexes
jonctionnels développés sur leur membrane cytoplasmique et par
des interdigitations membranaires. Trois catégories fonctionnelles
sont individualisées :

- des jonctions adhérentes (ou desmosomes) ponctuels ou cein-
turants assurent la cohésion mécanique des cellules entre elles et
servent de points d'ancrage au cytosquelette représenté par les
filaments de kératine ou tonofilaments. Les desmosomes sont
exceptionnels, voire absents entre les membranes plasmiques laté-
rales des cellules endothéliales ;

JENEEN Les membranes cellulaires des cellules superficielles sont
accolées, formant des jonctions serrées (tight jonctions [1]) et des des-
mosomes (2) (cornée, microscopie électronique x 80 000).
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— des jonctions imperméables, tight junctions, assurent la cohé-
sion cellulaire et représentent un systéme étanche empéchant le
passage des molécules. Elles sont situées a la partie supérieure des
faces latérales de la membrane cytoplasmique des cellules super-
ficielles. Elles sont caractérisées par 'apposition étroite des mem-
branes cytoplasmiques et la disparition de I'espace intercellulaire ;

—des jonctions communicantes, gap junctions, permettent le
passage des petites molécules d'une cellule a I"autre.

ADHERENCE DE LEPITHELIUM
AVEC LE CHORION (fig. 1-10)

Membrane basale

La membrane basale, rectiligne sauf au niveau du limbe ou elle
décrit de nombreux plis, est synthétisée par les cellules basales.

A I'étude ultrastructurale, elle est constituée de deux couches :

- la lamina lucida située sur la face cellulaire de la membrane
basale, claire aux électrons, mesure 24 um d'épaisseur ;

—la lamina densa, profonde, dense aux électrons, est plus
épaisse et mesure 47 pym d'épaisseur.

La membrane basale est composée de protéoglycanes qui sont
des cibles potentielles dans les pathologies immunitaires [17]. Sa
composition biochimique en laminine, fibronectine et collagénes
varie en fonction de sa situation dans la conjonctive, le limbe et
la cornée alors méme que ces structures sont en continuité [18].
La membrane basale conjonctivale contient du collagene 1V et les
chaines o, B,, B, de la laminine, tandis qu'au limbe elle possede
en plus la chaine o, de la laminine.

Complexe d‘adhérence

Celui-ci comprend :

— les filaments de kératine intracytoplasmique qui s'insérent sur
les hémidesmosomes ;

- la plaque hémidesmosomale (zone située dans le cytoplasme
au contact de la membrane) : a ce niveau sont situés les anti-
geénes de la pemphigoide bulleuse (BPAg1 ou BP230 et BPAg2 ou
BP180), la plectine et I'intégrine a6/ [19];

2 -y

m La membrane basale sépare I'épithélium du chorion.

Les cellules basales adhérent a la membrane basale grace a des hémidesmo-
somes (—) en regard desquels se forme dans le chorion le complexe d'adhé-
rence (conjonctive, microscopie électronique x 60 000).

— les filaments d'ancrage qui traversent la membrane basale et
relient les hémidesmosomes aux fibres d‘ancrage. Ils forment la
lamina lucida et on observe a ce niveau la laminine 5 ainsi que
I'expression de BPAg2. La laminine 5 est impliquée dans la pem-
phigoide cicatricielle oculaire ;

— les plaques d'ancrage formant la lamina densa sur lesquelles
s'insérent en profondeur les fibres d'ancrage. Elles sont formées
par les collagenes 1V et VI, la laminine 6. Les anticorps de la pem-
phigoide cicatricielle se fixent aussi a ce niveau ;

— les fibres d'ancrage qui s'insérent sur le versant externe de la
membrane basale et qui sont formées de collagéne de type VII.

Pour la cornée, ce complexe d'adhérence est observé au sein
des fibres de collagéne de la couche de Bowman.

m INTERACTIONS MOLECU[.AIRES -
LES MOLECULES D’ADHESION

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires qui jouent un rdle
au cours de la vie embryonnaire, mais aussi a I'dge adulte pour
maintenir I'intégrité des épithéliums, lors de la cicatrisation, des
pathologies immunologiques ou du développement des cancers.
Ces molécules assurent la reconnaissance spécifique entre deux
cellules, la formation de contacts stables entre deux cellules ou
avec la matrice extracellulaire et la transmission de signaux. On
les classe en quatre familles : les intégrines, les cadhérines, les
sélectines et les immunoglobulines.

Parmi toutes les études réalisées, surtout en immuno-
histochimie, il a été montré une expression différente des molé-
cules d'adhésion en conditions normales ou pathologiques. Ainsi,
il a été montré une expression de VLA-2 (very late antigens 2),
VLA-3, LFA-3 (lymphocyte function antigens 3) et de la sous-unité o
de VLA-6 dans I"épithélium conjonctival ainsi qu‘un renforcement
de cette derniére sur la membrane basale des cellules basales
conjonctivales [20]. De plus, dans des conditions pathologiques
(inflammation et pathologies dégénératives), la composition de ces
molécules est modifiée : ainsi, une augmentation de I'expression
de la sous-unité o, de VLA-2 et I'apparition de ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) ont été observées dans les cellules basales
conjonctivales [21]. D'autres auteurs ont observé une expression
d’'ICAM-1 et de I'E-cadhérine dans les dystrophies cornéennes,
molécules absentes dans la cornée normale [22]. ICAM-1 aurait
aussi un role important dans la cicatrisation cornéenne [23].

m CYTOKERATINES

Toutes les cellules épithéliales contiennent dans leur cytoplasme
des filaments intermédiaires qui correspondent & des cytokératines
(CK). Les CK sont divisées en deux familles : les CK acides (type 1)
numérotées de 9 a 20 dont les génes sont situés sur le chromo-
some 17, sauf pour la CK18 dont le géne est situé sur le chromo-
some 12, et les CK basiques (type 1) numérotées de 1 a 8 dont les
génes sont situés sur le chromosome 12.

La CK3 forme un dimeére avec la CK12 et est considérée comme
spécifique de I'épithélium cornéen. Des mutations de la CK3 ou
CK12 sont responsables de la dystrophie de Meesmann.

La CK19 a été considérée comme spécifique de I'épithélium
conjonctival, mais est aussi exprimée par des cellules superficielles
cornéennes centrales et elle prédomine a la périphérie de la cor-
née [24]. De plus, elle est exprimée dans toute la conjonctive et
le limbe, a I'exception de la jonction cutanéomuqueuse, et dans
I'épiderme [25].

La CK13 n’est exprimée que dans la conjonctive, et son expres-
sion serait exclusive de la CK12 [24]. En pratique, la CK13 est
exprimée dans les cellules suprabasales du limbe et dans toute
I"épaisseur de la conjonctive.



La CK14 est une cytokératine le plus souvent basale des épi-
théliums stratifiés et est associée sous forme de dimeére a la CK5.
Elle marque les cellules mitotiquement actives. Ainsi, elle a été
observée dans les couches basales de la cornée, de la conjonctive
et du limbe [26]. De plus, elle a été trouvée fortement exprimée
dans les cellules du canal excréteur de la glande de Meibomius
et avec un gradient décroissant de la margelle palpébrale vers le
fornix [25]. Ces derniers résultats suggéreraient que les cellules
souches conjonctivales seraient situées dans les zones de forte
expression de la CK14.

La CK15 a été aussi considérée comme un marqueur des cel-
lules souches limbiques. Elle est exprimée dans les couches basales
conjonctivales et limbiques et, dans une moindre mesure, dans les
couches suprabasales limbiques [26].

L'endothélium cornéen exprime les CK8/18 et la CK7, qui sont
habituellement des marqueurs des épithéliums sécrétoires [27, 28].

Enfin, une étude de 2011, menée par Merjava et al., a analysé
I'expression des autres cytokératines dans tous les segments de la
cornée, du limbe et de la conjonctive [29] ; nous ne la détaillerons
pas ici.

I Matrice extracellulaire

m CHORION CONJONCTIVAL

Le chorion conjonctival est un tissu conjonctif qui est subdivisé en
un chorion superficiel, ou lamina propria, riche en lymphocytes et
un chorion profond. Le tissu conjonctif est formé de fibroblastes
responsables de la synthése de la matrice extracellulaire (fibres
élastiques, collagéne et substance fondamentale). Le chorion
constitue la trame de soutien et contient les vaisseaux sanguins,
les lymphatiques et les nerfs.

TISSU CONJONCTIF

Fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes possédant un noyau
allongé dans le grand axe de la cellule et un cytoplasme riche
en organites, notamment en réticulum endoplasmique rugueux.
Ils sont responsables de la sécrétion des fibres (élastiques et
collagéne) et de la substance fondamentale constituant le tissu
conjonctif. lls contiennent dans leur cytoplasme des filaments
de vimentine et d'actine que l'on peut mettre en évidence par
immuno-histochimie.

Fibres

FIBRES ELASTIQUES

L'élastine est disposée en fibres et en lames discontinues dans le
milieu extracellulaire. Elle est synthétisée sous forme de tropo-
élastine qui se polymérise dans la substance fondamentale. Cette
polymérisation nécessite la présence d‘une protéine de structure,
la fibrilline qui s'incorpore dans et autour des fibres élastiques.

COLLAGENES

Les collageénes sont des protéines fibrillaires extracellulaires dont la
principale caractéristique est leur structure hélicoidale a trois brins.
Trois chafnes polypeptidiques appelées chaine o sont enroulées les
unes autour des autres pour former une molécule de collagéne.
L'association des différentes formes de chaine o va permettre
d'identifier les types de collagéne. Les collagénes de types | et IlI
sont les plus abondants dans les tissus conjonctifs.

Le concept de surface oculaire

A I'examen ultrastructural, les collagénes de types I, II, 1, V
se présentent sous forme de fibres striées (avec une périodicité
de 64 nm). Les collagénes de types IV et VIII s'organisent en
lames et sont présents dans les membranes basales. Le collagéne
de types VIl entre dans la constitution du systéeme d’ancrage de
la membrane basale au chorion. Le collagéne de type VI est
formé de fibrilles striées distribuées dans la matrice interfibril-
laire.

SUBSTANCE FONDAMENTALE

Elle est constituée d'eau et d'électrolytes, dans laquelle baigne la
matrice extracellulaire, et de longues chaines polysaccharidiques
non ramifiées correspondant aux aminoglycanes.

GLANDES CONJONCTIVALES [30]

Elles participent a la sécrétion du film lacrymal. On différencie
deux groupes de glandes lacrymales accessoires conjonctivales
en fonction de leur type de sécrétion : séreuse ou muqueuse. La
couche lipidique superficielle du film lacrymal est sécrétée par les
glandes sébacées palpébrales : les glandes de Meibomius, de Zeiss
et de Moll.

Glandes séreuses

GLANDES DE KRAUSE (fig. 1-11)

Elles sont situées dans le tissu conjonctival profond du fornix. On
en dénombre quarante dans le fornix supérieur et six a huit dans
le fornix inférieur. Leur aspect histologique est identique a celui
des glandes lacrymales orbitaires.

GLANDES DE WOLFRING

Deux a cing glandes sont situées dans la paupiére supérieure,
le long du bord supérieur du tarse, tandis que seulement deux
glandes sont présentes le long du bord inférieur du tarse inférieur.
Le canal excréteur est bordé par des cellules basales cubiques
identiques a celles de I'épithélium conjonctival.

F BB AR Glande séreuse de Krause (HES x 25).
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Glandes muqueuses

Le mucus lacrymal est sécrété par les cellules caliciformes pré-
sentes dans |'épithélium conjonctival et par des structures d'archi-
tecture glandulaire.

GLANDES OU CRYPTES DE HENLE
Elles sont situées au bord supérieur du tarse supérieur et en tem-

poral. Elles correspondent a des invaginations épithéliales au sein
du chorion et sont constituées de cellules caliciformes.

GLANDES DE MANZ

Elles sont présentes au limbe dans de nombreuses espéces ani-
males, mais sont absentes chez I'homme.

TISSU LYMPHOIDE ASSOCIE AUX MUQUEUSES

Les lymphocytes associés aux muqueuses (mucosa-associated lym-
phoid tissue [MALT]) sont notés dans la conjonctive (conjunctiva-
associated lymphoid tissue [CALT]), la glande lacrymale et le sys-
téme de drainage lacrymal et ont conduit certains auteurs a
proposer le concept de EALT (eye-associated lymphoid tissue) pour
tissu lymphoide associé a I'ceil [31]. Le nombre de lymphocytes
dépend de 1'age du patient : ils sont absents a la naissance, aug-
mentent jusqu’a la puberté, puis diminuent jusqu'a la mort. Ils
prédominent a la jonction entre les conjonctives tarsale et bul-
baire sous forme de follicules mesurant 0,3 mm de diamétre et
d'aspect ovoide. Il s'y associe des lymphocytes dispersés dans
la lamina propria de la conjonctive. Leur densité varie selon la
localisation et ils prédominent dans les parties tarsales et orbi-
taires de la conjonctive, tandis qu'ils diminuent dans le fornix
et la conjonctive bulbaire. Cette disposition place les structures
lymphoides dans les zones le plus souvent en contact avec les
antigénes oculaires.

Les études immuno-histochimiques ont montré que les élé-
ments lymphoides dispersés sont principalement des lympho-
cytes T CD8+, tandis que les lymphocytes B sont rares et prédo-
minent dans les follicules lymphoides ot ils sont entourés par une
couronne d’éléments T. Il sy associe de nombreux plasmocytes
dispersés qui sécretent des immunoglobulines A.

RESEAU VASCULAIRE [1]
Vaisseaux sanguins

VASCULARISATION ARTERIELLE CONJONCTIVALE

Elle provient des artéres palpébrales et de l'artére ciliaire anté-
rieure,

Les artéres palpébrales forment deux arcades :

- I'une ciliaire prés du bord libre de la paupiére se divise en
deux rameaux : I'un descendant pour la conjonctive marginale et
I'autre ascendant pour la conjonctive tarsale ;

- l'autre, périphérique sous-tarsale, se divise en deux rameaux :
['un descendant destiné aux deux tiers supérieurs de la conjonc-
tive tarsale et formant avec |'arcade ciliaire le plexus rétrotarsal et
I'autre ascendant qui vascularise les fornix et la conjonctive bul-
baire et constitue les artéres conjonctivales postérieures qui vont
former le réseau des palissades au niveau du limbe.

Les artéres ciliaires antérieures assurent la vascularisation de la
conjonctive bulbaire et du limbe. A 2 mm du limbe, elles forment
les arteres conjonctivales antérieures dont les rameaux les plus
antérieurs forment un plexus péricornéen : le réseau des mailles
terminales.

VEINES CONJONCTIVALES

Elles sont plus nombreuses que les arteres. Comme pour les
arteres, il existe deux réseaux :

- un réseau veineux conjonctival palpébral qui draine le réseau
veineux rétrotarsien vers les veines palpébrales puis les veines oph-
talmiques supérieure et inférieure ;

—un réseau veineux ciliaire qui se draine vers les veines mus-
culaires.

Histologie des capillaires artériels et veineux

Les capillaires conjonctivaux sont de type continu ou fenétré. Ils
ont une innervation orthosympathique et parasympathique.

Vaisseaux lymphatiques

Il n‘existe pas de réseau lymphatique a l'intérieur de I'ceil. En
revanche, la conjonctive est trés riche en vaisseaux lymphatiques
qui se répartissent en un réseau profond formé de vaisseaux de
gros calibre et un réseau superficiel sous-épithélial. Les troncs
externes se drainent vers les ganglions prétragiens et les ganglions
parotidiens, les troncs internes vers les ganglions sous-maxillaires.

INNERVATION

Innervation sensitive

Elle est assurée par la branche ophtalmique de Willis du trijumeau
avec :

— le nerf lacrymal innervant le tiers externe de la conjonctive
palpébrale et la moitié externe de la conjonctive bulbaire ;

— le nerf nasal innervant le tiers interne de la conjonctive pal-
pébrale et la moitié interne de la conjonctive bulbaire ;

— le nerf frontal innervant la partie moyenne de la conjonctive
palpébrale supérieure ;

— les nerfs ciliaires antérieurs, qui vont former le plexus cor-
néen, innervant la conjonctive limbique ;

— le nerf sous-orbitaire, branche du nerf maxillaire supérieur,
innervant le tiers moyen de la paupiére inférieure.

Innervation sympathique et parasympathique

L'innervation sympathique est représentée par des fibres amyéliniques
dans les parois vasculaires, tandis que I'innervation parasympathique
est représentée par des fibres amyéliniques issues du nerf facial et se
terminant dans les parois vasculaires, notamment au limbe.

I Stroma cornéen

m HISTOLOGIE

Le stroma cornéen (fig. 1-12) représente la majeure partie de
['épaisseur de la cornée (90 %) et mesure 400 pm.

A la partie antérieure sous |'épithélium, la couche de Bow-
man correspond a une modification du stroma antérieur. Elle est
dépourvue de cellules et est constituée de fibres de collagéne dont
I'organisation est différente de celle du stroma cornéen.

Le stroma cornéen avasculaire est formé de fibres de collagéne
essentiellement de type | et V. Les fibres sont organisées en fais-
ceaux, eux-mémes composés de fibrilles. Les fibrilles de collagéne
sont paralléles entre elles, ont toutes la méme taille et sont sépa-
rées par un espace fixe. Ces fibres ont une striation périodique
(correspondant au quart de la longueur d'une macromolécule de
collagéne). Les faisceaux de collagéne se croisent a angle droit au
centre de la cornée (fig. 1-13). De cet arrangement quasi géomé-
trique dépend la transparence de la cornée, condition nécessaire
a une bonne transmission de la lumiére. Ainsi, leur diametre est
inférieur a la moitié de la longueur d‘onde de la lumiére et leur
indice de réfraction est identique a celui de la substance fonda-
mentale.



JEAEES Le stroma cornéen est constitué de fibres de collagéne
groupées en faisceaux séparés par les kératocytes (*) (microscopie
électronique x 30 000).

Les faisceaux de collagéne se superposent a angle droit
dans la partie centrale de la cornée.

Les fibres de collagéne sont observées en coupes longitudinales (1) et trans-
versales (2) (microscopie électronique x 70 000).

Au sein de cette matrice collagénique, les kératocytes (fibrocytes
cornéens) s'étendent parallelement aux lamelles de collagéne.
Leurs noyaux apparaissent ovalaires, écrasés par le collagéne, mais
ils ont en fait de multiples expansions (voir fig. 1-12). Leur cyto-
plasme contient des filaments de vimentine et d'actine. Ces cellules
mésenchymateuses dérivent de la créte neurale et ne représentent
que 3 % de la surface de la cornée. lls assurent la biosynthese du

Le concept de surface oculaire

collagéne et de la substance fondamentale. Cette derniére assure la
cohésion de la cornée. Elle est composée de mucopolysaccharides
acides et, notamment, des kératanes sulfates (60 %), de la chon-
droitine sulfate (40 %) et des mucopolysaccharides neutres.

m VASCULARISATION

La cornée elle-méme est avasculaire. Elle est irriguée a sa périphé-
rie & partir des vaisseaux conjonctivaux, épiscléraux et scléraux.
Ces vaisseaux terminaux se ramifient au limbe. Son apport nutri-
tif provient du limbe mais aussi du film lacrymal et de I'humeur
aqueuse. L'absence de vaisseaux sanguins et lymphatiques la rend
plus vulnérable aux infections.

= INNERVATION

La cornée recoit une riche innervation sensitive & partir des nerfs
ciliaires de la branche ophtalmique du trijumeau. Du plexus ciliaire
se détachent des rameaux qui vont aborder la cornée au limbe
pour former un réseau cheminant soit sous |'épithélium pour
devenir intra-épithélial, soit dans le stroma antérieur. Ces rameaux
de nerfs cilaires au cours de leur progression vers le centre se
séparent et se divisent dichotomiquement. Chaque fibre innerve
un territoire cornéen et s'entrecroise pour former un riche réseau
nerveux sous la couche de Bowman.
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[l — ANATOMIE ET REGULATION DU FILM LACRYMAL

C. CreuzotT-GARCHER

L'essentiel

Anatomie du film lacrymal

Le film lacrymal s'organise en trois couches étroitement intriquées les unes avec les autres. La couche lipidique, la plus super-
ficielle, limite I"évaporation des larmes et assure une bonne adhérence des lipides a la surface du niveau aqueux. La couche
mugueuse est organisée sous forme d’un niveau de concentration croissante de la superficie vers la profondeur. Les mucines se
retrouvent soit sous forme libre, soit sous forme membranaire. La couche muqueuse profonde contribue a la formation du glyco-
calyx. Les trois couches participent toutes aux principales fonctions de défenses du film lacrymal.

Régulation du film lacrymal

La régulation nerveuse de la glande lacrymale comporte trois niveaux successifs : les nerfs sensitifs cornéens et conjonctivaux ;
le systéme nerveux central ; les systéemes nerveux sympathique et parasympathique. Cette stimulation agit au niveau des cellules
acineuses et des canaux lacrymaux de la glande lacrymale en réponse a un stress. La sécrétion des larmes est par ailleurs large-
ment influencée par le statut hormonal des patients, notamment le statut androgénique. Les androgenes exercent leur effet tant

sur la composante aqueuse que sur la composante lipidique.

Le film lacrymal (FL) est I'interface entre I'ceil et le monde extérieur.
Il doit assurer une bonne qualité réfractive, une défense antimicro-
bienne efficace et doit étre capable de protéger la surface oculaire
contre toutes les attaques extérieures. Il est composé d'eau, d'en-
zymes, de protéines, de sucres, d'immunoglobulines, de lipides,
de différents métabolites et de cellules exfoliées multinucléées. Sa
variation dans le temps explique qu'il est difficile de définir sa com-
position exacte & un moment donné. Le volume du film lacrymal
est d’environ 7 a 9 pl avec une sécrétion basale de 1 & 2 pl/min. La
constitution du film lacrymal dépend de trois éléments : la sécrétion
des larmes, I'étalement correct de celles-ci a la surface oculaire et
leur résorption en partie par les voies lacrymales (VL) et en partie
par évaporation a la surface oculaire. Le flux lacrymal est évalué par
fluorophotométrie a 0,9 a 1,2 pl/min. L'épaisseur centrale réelle du
film lacrymal serait de 4 pm, en grande majorité formée d'un gel
aqueux contenant des mucines, élément essentiel au maintien de
la stabilité de celui-ci [1-3]. Le film lacrymal n’est cependant pas
homogene puisque les lipides ne peuvent &tre mélangés a la phase
aqueuse et ils constituent en fait un niveau hydrophobique indépen-
dant. En raison de leur densité moins élevée, ce niveau lipidique
s'étale a la surface et constitue donc le film lacrymal lipidique (FLL)
étalé & la surface d'un niveau aqueux hydrophile enrichi en eau,
protéines, hydrocarbones, sels et d'autres composés moins hydro-
philes. Les mesures par interférométrie évaluent |I'épaisseur de cette
phase lipidique de 40 a 90 nm, alors que la phase aqueuse est
100 fois plus épaisse, de I'ordre de 4 um [4]. Toutefois, cette organi-
sation est dynamique et le film lacrymal modifie ses caractéristiques
en permanence selon les facteurs mécaniques comme les mouve-
ments des paupiéres mais aussi la quantité de sécrétions lipidique et
aqueuse, I'évaporation et le drainage par les VL. Cette organisation
en trois niveaux n'est donc que purement théorique et représente
davantage une variation de ses composants avec un ratio de lipides
important en superficie et une concentration de mucines et de gly-
cocalyx majoritaire en profondeur. Cette structure peut étre déstabi-
lisée dans différents états pathologiques mais I'est surtout dans les
nombreuses situations de la vie courante qui s'accompagnent d'une

rupture de I"équilibre entre surface oculaire et environnement. Ainsi,
['ouverture prolongée des paupiéres par exemple lors de la lecture
ou la fixation d'un écran va modifier cette structure trilamellaire.
Dans notre pratique courante, elle est utilisée pour la mesure du
break-up-time (BUT), bon reflet de I'état du film lacrymal. En mesu-
rant le temps nécessaire a l'apparition de la premiére rupture du
complexe lacrymal, les ophtalmologistes apprécient la cohésion du
film lacrymal et ses capacités a se répartir de facon homogene et
prolongée a la surface oculaire sous |'effet d'une ouverture prolon-
gée forcée des paupiéres. La qualité du FLL mais également celle
de la phase muqueuse jouent un réle primordial dans cet équilibre.

I Organisation du film
lacrymal

Quels que soient les résultats des mesures de I'épaisseur du film
lacrymal a un instant « T», les trois niveaux que sont les couches
lipidique, aqueuse et muqueuse sont étroitement intriqués : alors
que le niveau lipidique s'étale en surface afin de limiter I'évapora-
tion, le mucus est dilué dans I'eau et adhére étroitement aux cel-
lules cornéoconjonctivales superficielles (formant un gel de mucus
de densité croissante de la superficie vers la profondeur). Toute-
fois, pour plus de simplicité, nous décrirons succinctement mais
séparément les constituants du film lacrymal que sont les couches
lipidique, aqueuse et muqueuse.

m COUCHE LIPIDIQUE

La couche lipidique varie dans sa composition d'un patient a
['autre et selon le moment de la journée. Elle s'étale a la surface
du FL et constitue donc le premier « rempart» de la surface ocu-
laire au contact du monde extérieur.
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COMPOSITION DU FILM LIPIDIQUE :
UNE STRUCTURE BILAMELLAIRE

Le niveau lipidique est un mélange complexe de triglycérides,
d'acides gras libres, de di-esters de cholestérol, de cires, de cho-
lestérol libre produits en grande partie par les glandes de Mei-
bomius [5]. Les sécrétions des glandes de Meibomius sont faites
approximativement de 77 % de cires et d'esters de cholestérol,
de 8 % de phospholipides et de 9% de di- et triglycérides et
d’hydrocarbones, mais cette distribution varie en fonction du point
de fusion.

L'analyse des lipides des larmes a longtemps souffert d'une
approche trop simpliste, uniquement analytique, consistant a la
simple identification des composés des graisses, alors que leur
intrication les uns avec les autres va in fine modifier leur com-
position. Dans la littérature, plusieurs caractéristiques des lipides
peuvent étre proposées selon leur caractére simple ou complexe,
polaire ou non, ionique ou non, alors qu'en pratique, les études
de la phase lipidique du FL se limitent souvent a l'identification
des lipides : acides gras, glycérolipides, glycérophospholipides,
sphingolipides, stérolipides, saccharolipides, etc.

Les sécrétions meibomiennes, a leur origine, sont ainsi faites
d'un assemblage de lipides non polaires alors que le film lipi-
dique est beaucoup plus complexe, fait d'au moins deux niveaux
sinon plus. La phase lipidique du film lacrymal est composée
dans sa partie interne de lipides polaires (faits avant tout d'acides
gras a trés longue chaine, de diacylglécérol et d'une minorité de
phospholipides) et dans sa partie externe de lipides non polaires
hydrophobes (majoritairement des cires et des esters de cholesté-
rol et en moindre quantité des triglycérides et des hydrocarbones)
(fig. 1-14) [6-8]. La composition du meibum peut toutefois varier
pour compenser le trop faible taux de renouvellement lipidique.

Les deux couches de lipides ont des caractéristiques différentes :

- la phase profonde polaire, couche trés fine a I'interface entre
la phase sous-jacente mucino-aqueuse et la phase lipidique super-
ficielle fortement hydrophobe, assure la cohésion de I'ensemble.
Par sa résistance mécanique a la rupture et ses propriétés surfac-
tantes, la phase polaire joue un rdle clé dans la stabilité du film
lacrymal. Cette interface de lipides phosphorylés polaires est donc
une structure critique pour permettre |'étalement de la couche lipi-
dique a la surface de la couche aqueuse ;

- la couche superficielle non polaire retarde |'évaporation et sert
principalement de controle des flux (principalement eau, oxygéne
et dioxyde de carbone) entre le film lacrymal et la surface oculaire
d‘une part et le milieu environnemental d‘autre part [8, 9].

Les glandes de Meibomius ont longtemps été considérées
comme une simple «usine» a lipides, mais elles sécrétent éga-
lement de nombreuses protéines comme les lipocalines ou les
protéines de transfert des lipides (phospholipidtransfer protein ou
PLTP). La lipocaline permettrait également de déplacer les lipides
de surface conférant ainsi une meilleure stabilité au FLL.

SECRETION DES LIPIDES : LE ROLE DES GLANDES
DE MEIBOMIUS

Les lipides sont sécrétés par les glandes de Meibomius, glandes
sébacées mises en évidence en 1666 par Heinrich Meibom. Ce
sont des glandes tubulo-acineuses holocrines alignées le long
de la bordure des paupieres. Chez I'homme on trouve de 30 a
40 glandes au niveau de la paupiere supérieure et de 20 a 30 au
niveau de la paupiére inférieure, Les productions meibomiennes
(ou meibum ou lipides meibomiens) sont sécrétées au niveau des
orifices des glandes de Meibomius, situés derriere la ligne d'im-
plantation des cils (fig. 1-15). Une fois expulsé, le meibum est

Air

—

Lipides non polaires
Cires, esters de cholestérol, triacyl glycérols, di- et tri-esters, protéines

Niveau lipidique 40 nm

Lipides polaires
Acides gras a tres longue chaine, diacylglycérols, phospholipides

Niveau aqueux

Niveau aqueux 4000 nm*

Sels, protéines, acides gras a chaine courte, acides gras oxydés,
monoacylglycérols, stérols oxydés et d'hydrocarbones

Cellules épithéliales

BB ES Organisation du film lacrymal en différents niveaux allant de la superficie vers la profondeur : lipidique, aqueux et muqueux.
Ces différents niveaux sont étroitement intriqués notamment grace a l'interface formée par les lipides polaires et les mucines de membranes (modifié d’apreés

Butovitch) [5].
* Epaisseur définie selon King-Smith [4].



Orifices des glandes de Meibomius situés en arriére de la
base d’implantation des cils.

ensuite réparti a la surface du film lacrymal. D'un point de vue
histologique, les glandes de Meibomius sont constituées d'acini
reliés par un long canal central.

Chez I'homme, sans anomalie de la surface oculaire, on retrouve
300 g de graisse meibomienne dans le réservoir lacrymal et 9 pg
dans le film préoculaire. Le meibum est produit en continu au
niveau des cellules acineuses et est évacué le long du canal cen-
tral vers les orifices meibomiens. Le meibum peut également étre
expulsé de fagon plus importante lors d'un clignement forcé par
exemple. La faible température de fusion des lipides (19-32 °(Q)
facilite leur excrétion dans un environnement tissulaire & une tem-
pérature de 37 °C[10].

FONCTION DES LIPIDES : ASSURER LINTERFACE
AVEC LE MILIEU EXTERIEUR

En dépit de sa faible épaisseur (estimée inférieure a 100 nm), la
couche lipidique superficielle du film lacrymal joue un réle pré-
pondérant dans la protection de la surface oculaire [11]. Ses fonc-
tions sont multiples (encadré 1-1) :

— elle prévient I'évaporation de la phase mucino-aqueuse des
larmes par son caractere hydrophobe ;

— elle améliore le drainage et la stabilité du film lacrymal en
limitant la tension de surface ;

— elle assure la lubrification entre la cornée et les paupiéres au
cours du clignement ;

— elle lisse le film lacrymal, améliorant ses qualités optiques ;

—elle joue un role de défense en protégeant la cornée des
corps étrangers et des micro-organismes ;

— elle constitue une barriére contre la contamination par les
lipides cutanés.

METHODES DE RECUEIL ET METHODES
D’ANALYSE

Les lipides peuvent étre recueillis par différentes techniques :

— expression a partir d'une pression exercée sur les glandes de
Meibomius puis recueil avec une spatule ;

- microcapillaire recueillant les lipides juste a la sortie de I'ori-
fice de la glande ou dans le ménisque de larmes ;

- recueil par le buvard du test de Schirmer.

La premiére méthode est certainement préférable car plus
riche en lipides et moins contaminée par les graisses cutanées.
Les techniques modernes comme la high-performance liquid chro-
matography (HPLC) combinées a la spectrométrie de masse per-
mettent de mieux comprendre |'organisation intriquée du FLL.
Des analyses plus poussées associant spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire, spectroscopie infrarouge, chromatographie

Le concept de surface oculaire

Encadré 1-1

Principales fonctions de la couche lipidique

1 Obtenir une surface cornéenne homogeéne sans aberration
optique

2 Réduire |'évaporation du film lacrymal (FL)

3 Améliorer la stabilité du FL

4 Favoriser |'étalement du FL

5 Eviter la contamination du FL par les lipides cutanés

6 Eviter le mouvement du FL vers les paupiéres en le main-
tenant au niveau de la surface oculaire

7 Renforcer I'apposition des paupiéres lors du sommeil

gazeuse ou chromatographie en couche fine permettent d‘amélio-
rer la finesse de caractérisation des composés lipidiques et de leur
intrication [12]. Ces techniques complexes permettent d'effectuer
une véritable analyse lipidomique identifiant ainsi des composés
négligés autrefois comme I'étaient les acides gras a trés longue
chaine — (O-acyl)-omega-hydroxy fatty acid — au premier plan dans
la stabilisation du film lacrymal ou les lipides amphiliques polaires
— diacylglycérols ou mono-acylglycérols (fig. 1-16). Ces méthodes
permettent ainsi de mieux comprendre les modifications biochi-
miques des lipides associées aux dysfonctionnements meibomiens
par exemple [13].

m COUCHE AQUEUSE

COMPOSITION DE LA PHASE AQUEUSE : UN
MELANGE D’EAU, DE PROTEINES ET DE SUCRES

La phase mucino-aqueuse du film lacrymal, en contact avec |'épi-
thélium cornéen, représente quantitativement la principale compo-
sante du film lacrymal. Elle est composée majoritairement d‘eau
(98 %) mais contient également des gaz dissous. Elle est riche en :
mucines libres, électrolytes, facteurs de croissance, hormones, cyto-
kines, immunoglobulines (Ig) et cellules inflammatoires et desqua-
mées [14].

Les électrolytes présents dans les larmes comprennent les
ions sodium, potassium, magnésium, calcium, chlorure, bicarbo-
nate et phosphate [15]. lls induisent une osmolarité normale des
larmes de 304 mOsm/l en moyenne et un pH constant entre 7,14
et 7,82 [16]. Les électrolytes des larmes sont apportés par les
glandes lacrymales et la conjonctive [15, 17].

Les protéines majoritaires des larmes, I'lgA, le lysozyme, la
lactoferrine et les cystatines [18], permettent le maintien d‘une
forte activité antimicrobienne [15, 18]. La quasi-totalité (99 %)
des 60 protéines lacrymales identifiées est produite par la glande
lacrymale principale [16]. Dans les conditions normales, les pro-
téines sont synthétisées dans la glande lacrymale principale pour
99 % d'entre elles. Les protéines sériques provenant du secteur
vasculaire par filtration ne représentent alors que 1 % de la masse
totale des protéines lacrymales. Un troisiéme contingent de pro-
téines peut étre synthétisé par le tissu conjonctif lors des patho-
logies inflammatoires. Le film lacrymal contient en outre des pro-
duits biologiquement actifs comme |'epidermal growth factor (EGF)
ou le transforming growth factor B (TGF-B) qui sont sécrétés par la
glande lacrymale en réponse a une stimulation nerveuse.

Les changements observés dans la composition de cette couche
aqueuse, a savoir I'augmentation de la concentration des électro-
Iytes, la diminution de la concentration en facteurs de croissance
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m Analyse du film lipidique lacrymal aprés prélévement des lipides du meibum.
Aspect de la distribution des lipides par liquid chromatography-mass spectrometry (LCMS).

ou la présence de cytokines pro-inflammatoires, sont associés aux
altérations de la surface oculaire.

SECRETION DE LA PHASE AQUEUSE :
LES GLANDES LACRYMALES

La sécrétion est assurée par les glandes lacrymales accessoires de
Krause et de Wolfring pour la sécrétion de base, et par la glande
lacrymale principale pour la sécrétion réflexe. Chez ['homme, on
distingue en effet la glande lacrymale principale et les glandes
lacrymales accessoires (ou palpébrales). La glande lacrymale prin-
cipale est située dans la partie supérieure temporale de I'orbite,
tandis que les glandes lacrymales accessoires sont situées dans le
stroma de la conjonctive palpébrale. Chez le rongeur, I'équivalent
de la glande lacrymale principale est la glande lacrymale exorbi-
tale, située prés de l'oreille [19].

La glande lacrymale principale est responsable de la sécrétion
lacrymale en réponse a une stimulation au niveau de la cornée.
Elle sécrete la phase aqueuse des larmes par les canaux excré-
teurs qui se déversent au niveau des culs-de-sac conjonctivaux.
La glande lacrymale principale est un tissu multilobé constitué
d'acini, de canaux et de cellules épithéliales. Un fluide lacrymal
riche en protéines et en électrolytes est produit par les cellules
acineuses et sécrété par les canaux. L'aquaporine 5, protéine de
transport formant un canal hydrique, serait impliquée dans la
sécrétion d'eau par la glande lacrymale [20].

La glande lacrymale principale est riche en cellules du systeme
immunitaire, lymphocytes B et T, cellules dendritiques et macro-
phages jouant un réle majeur dans la réaction inflammatoire au
niveau de la surface oculaire [21]. La glande lacrymale principale
est le site principal de production de protéines lacrymales impli-
quées dans la défense immune spécifique (IgA) ou non spécifique
(lactoferrine, lysozyme).

ROLE DE LA PHASE AQUEUSE : LA DEFENSE
DE LA SURFACE OCULAIRE

La phase aqueuse joue un role antimicrobien essentiel en raison
de son fort taux en lysozyme, en B-lysines et en lactoferrine mais
également par sa haute concentration en anticorps. L'IgA, immu-
noglobuline la plus abondante des larmes, constitue la premiere
ligne de défense de la conjonctive [22]. Les IgA sécrétoires s'asso-

cient au film muqueux et constituent une barriére efficace contre
les infections bactériennes et virales. Le lysozyme (de 20 a 40 %
des protéines lacrymales) est un agent antibactérien de haut poids
moléculaire qui attaque spécifiquement la paroi des bactéries a
Gram positif. La lactoferrine possede des propriétés bactériosta-
tiques et anti-oxydantes (par activité antiradicalaire). Les protéines
de la famille des cystatines et la lipocaline lacrymale (environ
20 % du contenu protéique des larmes) semblent posséder une
activité inhibitrice de protéases a cystéine et participent ainsi a la
protection de la surface oculaire contre les attaques virales ou bac-
tériennes [18 , 23]. LEGF, principal facteur de croissance détecté
dans les larmes, est impliqué dans le maintien de la surface ocu-
laire par la réparation des épithéliums cornéen et conjonctival,
ainsi que dans la régulation de la sécrétion lacrymale. Les facteurs
de croissance, EGF et TGF-B, inhibent la prolifération cellulaire épi-
théliale, favorisent la différenciation cellulaire, stimulent la sécré-
tion de mucus et réduisent I'inflammation [22, 24].

RECUEIL DES LARMES : CONTENU PROTEIQUE,
PROTEOMIQUE

Le mode de prélevement demeure le principal dilemme lors du
dosage des différents composants du FL, chacun d’entre eux
nécessitant la sélection de la « moins mauvaise » méthode de pré-
levement [25]. Une stimulation, aussi minime soit-elle, liée a un
contact avec la conjonctive fait que le prélévement ne sera plus
effectué dans des conditions basales puisqu'il entraine un larmoie-
ment, donc une dilution de la substance dosée. Pour compliquer
le tout, le degré de dilution varie selon les molécules. Une des
méthodes pour éviter ce biais est de rapporter la substance dosée
a une variable comme la teneur en albumine. Cette pratique
influence toutefois les dosages des protéines qui sont augmen-
tées dans les affections conjonctivales inflammatoires. Plus qu‘une
valeur absolue, il est donc préférable de doser une molécule par
rapport a une autre (par exemple, rapport des marqueurs du sys-
teme Th1/Th2 dans les affections inflammatoires de la conjonc-
tive). Le second obstacle est bien entendu le faible volume de
larmes parfois trés réduit dans la sécheresse oculaire sévere, ce
qui fait privilégier les microméthodes permettant des dosages mul-
tiples a partir d'un seul prélévement.

Pour les études en protéomique, la meilleure méthode consiste
également a prélever les larmes avec des microméthodes. Depuis



les 25 derniéres années, |'analyse du FL a énormément progressé
gréce a I'émergence de nouvelles méthodes de recueil, I'amélio-
ration des techniques d'analyse et les seuils trés bas de détection
des larmes. Initialement limitée a la mise en évidence de 60 com-
posants du FL par électrophorése, Iidentification de composés
comme les lipocalines, principales protéines de liaison avec les
lipides des larmes, devient possible avec ces méthodes d'analyse
plus fines. Différentes méthodes de mesure sont maintenant dis-
ponibles pour analyser les composés protéiques des larmes : spec-
trométrie de masse et chromatographie liquide associée a la spec-
trométrie de masse (liquid chromatography-mass spectrometry [LC/
MS]). Le raffinement de ces techniques ne doit pas faire oublier
la problématique du recueil des larmes : les quantités — minimes
certes — générent immanquablement une sécrétion lacrymale qui
va diluer les composants. Cette approche peut s'avérer génante
pour des analyses quantitatives. On attend beaucoup de I'appli-
cation expérimentée avec succes pour la mesure de l'osmolarité
nécessitant une quantité minimale de liquide lacrymal.

m COUCHE MUQUEUSE

CONSTITUTION DE LA PHASE MUQUEUSE :
UNE COUCHE ETROITEMENT ADHERENTE
AUX CELLULES EPITHELIALES

Adhérant étroitement aux cellules épithéliales sous-jacentes, la
couche de mucus est la plus profonde du film lacrymal. Son épais-
seur varie de 0,8 pym en avant de la cornée a 1,4 ym en avant de
la conjonctive pour ce qui est de la portion directement au contact
des cellules cornéoconjonctivales. Cette couche muqueuse est en
effet combinée au niveau aqueux pour sa plus grande partie,
constituant ainsi un gel de mucines qui rend hydrophiles les mem-
branes des cellules épithéliales conjonctivales et cornéennes natu-
rellement hydrophobes. Les mucines sont des glycoprotéines de
haut poids moléculaire de 600 kDa qui s'agrégent apres sécrétion
en grosses molécules de 40 MDa gréce a leurs domaines riches en
cystéine. Elles sont constituées d'un squelette central fait d'acides
aminés organisés en séries répétitives, dites tandem repeat, riches
en sérine et thréonine sur lesquelles viennent s‘ancrer des chaines
hydrocarbonées O-glycosylées riches en acide sialique. Ces chaines
O-glycosylées ou « glycans » conférent aux mucines membranaires
leurs propriétés [26].

Les mucines sont fabriquées gréce a l'activation de génes nom-
més MUC (désignés en italique). Parmi les 21 génes de mucines
mises en évidence chez I'homme, neuf sont exprimés dans I'ceil :
MUcC1, MUC2, MuUcC4, MUC5AC, MUC7, MUC13, MuUcCis, MUcCTe,
Muciz.

On distingue ainsi les mucines [27] :

- du gel mugueux, fait par multimérisation (par formation de
ponts disulfure) et par glycosylation : MUC2, MUC5AC, MUC5B,
MUC6, MUCT9. Dans les larmes, on retrouve principalement la
mucine MUC5AC et en moindre quantité MUC2, qui participe a
la viscosité du film lacrymal. Ces membranes du gel muqueux
proviennent probablement d‘un ancétre commun apparenté au
facteur von Willebrand ;

— solubles : MUC7 et MUCY ;

— transmembranaires : MUCT, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12,
MUC13, MUC15, MUCT6, MUCT7, MUC20 et MUC21. Ces mucines
membranaires ont été identifiées chez I'homme, dont trois (MUCT,
MUC4 et MUCT6) sont exprimées au niveau des épithéliums cor-
néen et conjonctival mais également retrouvées dans les larmes.
Les mucines membranaires sont les principales composantes du
glycocalyx et sont particuliérement exprimées au niveau des villo-
sités des cellules.

Le concept de surface oculaire

Les mucines membranaires comme les mucines sécrétées sont
anormales dans les affections de la surface oculaire. Différents
modeles de souris KO pour ces génes de mucines peuvent consti-
tuer des modeles animaux de sécheresse oculaire. Toutefois, le
caractére multifactoriel de la sécheresse oculaire rend ces modeles
imparfaits. Ainsi, les souris KO pour le géne MUC5AC révelent
avant tout une altération de la qualité des larmes plutt que de
leur quantité. Elles ne présenteraient alors aucune altération de la
surface oculaire méme apres exposition a une atmosphére assé-
chée [28].

SECRETION DES MUCINES : LES CELLULES
DE LA CONJONCTIVE

Les mucines MUC2, MUC5AC sont produites par les cellules a
mucus, cellules sécrétrices caliciformes de I"épithélium conjoncti-
val, dont la répartition le long de I"épithélium n'est pas uniforme.
Chez I'homme, les cellules a mucus sont souvent isolées, alors que
chez le rat elles sont groupées en flots (fig. 1-17). En revanche,
les mucines membranaires MUCT, MUC4 et MUCT6 sont présentes
au niveau des épithéliums cornéen et conjonctival. La glande
lacrymale principale possede également la propriété de produire
la mucine soluble MUC7 et la mucine MUC5B participant au gel
mugueux.

La sécrétion des mucines par les cellules a mucus est sous
dépendance nerveuse. Les rameaux parasympathiques et sympa-
thiques enrobent la partie basolalérale des cellules a mucus. Les
agonistes cholinergiques et le peptide vasoactif intestinal (vasoactive
intestinal peptide [VIP]), libérés par les nerfs parasympathiques, sti-
mulent la sécrétion des glycoconjugués. L'activation de récepteurs
purinergiques P2Y, module la sécrétion d'eau et d'électrolytes par
["épithélium conjonctival, ainsi que la sécrétion de mucines par les
cellules & mucus de I'épithélium conjonctival [29-31]. La sécrétion
des mucines est également déclenchée par I'EGF par des méca-
nismes proches des agonistes cholinergiques.

ROLE DES MUCINES : DEFENSE ET LUBRIFICATION
DE LA SURFACE OCULAIRE

Les mucines permettent d'assurer I'ancrage du film lacrymal a
la surface des cellules cornéennes et conjonctivales. Cet ancrage
passe donc par la relation entre mucines membranaires et mucines
libres diluées dans le film lacrymal. Monomériques, les mucines
membranaires sont ancrées au niveau des cellules épithéliales par
leur extrémité carboxylique et participent a la formation d'une

BB PA Biopsie conjonctivale avec identification des cellules cali-
ciformes par marquage par I'anticorps anti-MUC5AC.
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Encadré 1-2

Principales fonctions de la couche muqueuse

1 Lubrification et hydratation

2 Elimination des germes pathogénes
3 Barriere (galectine-3, MUC16)

4 Prévention de I"endocytose

couche, dont I"épaisseur est estimée entre 200 et 500 nm, le gly-
cocalyx [32]. Cette structure permet de diminuer la tension de
surface et d'abaisser ainsi I'hydrophobicité de la surface oculaire
et de favoriser son hydratation.

Les mucines jouent un role essentiel tant par leur nature libre,
diluée dans le gel muqueux, que par leur nature membranaire
(encadré 1-2). Dans les larmes, les chaines hydrocarbonées des
mucines améliorent |'hydratation et la lubrification de la surface
oculaire : les mucines s'organisent en gels grace a des domaines
riches en cystéine. Elles favorisent aussi I"élimination des germes
pathogénes a la surface cornéenne en les «trappant» dans
leurs mailles puis en les éliminant lors du clignement. La chaine
O-glyquée serait un ligand pour Pseudomonas aeruginosa permet-
tant son élimination, mais non son adhésion aux cellules.

Au niveau du glycocalyx, les chaines hydrocarbonées muci-
niques jouent également un réle primordial. Les mucines mem-
branaires sont ancrées dans la membrane des cellules mais s'éten-
dent de 200 & 500 nm au-dela des cellules, définissant ainsi des
extrémités beaucoup longues que les autres chaines hydrocarbo-
nées du glycocalyx. Elles participent ainsi a la rigidité des chaines
glycoprotéiques membranaires. Elles conférent des propriétés
anti-adhésives aux muqueuses qu'elles recouvrent, améliorant leur
capacité a glisser I'une sur l'autre. Ces propriétés, démontrées par
microscopie en force atomique et confirmées par des méthodes
d‘étude dynamique et statique d‘adhésion, sont directement liées
aux chaines hydrocarbonées et non a des effets de charge. Elles
diminuent les possibilités d'adhésion des germes comme Staphy-
lococcus aureus et Streptococcus pneumoniae a la surface de 1'épi-
thélium. Ces mécanismes protecteurs sont propres aux mucines et
indépendants de facteurs liés aux germes et a leur virulence. Les
chaines O-glyquées permettraient enfin de limiter I'endocytose et
de moduler I'incorporation des nanoparticules. Cet effet protecteur
passe probablement en partie par les lectines et plus particuliere-
ment la galectine-3. Celle-ci renforce la rigidité du film protecteur
du glycocalyx limitant ainsi 'accés aux membranes en dépit du
mouvement latéral des cellules. Il semble que MUCT6 soit parti-
culierement impliquée dans la qualité de la barriere épithéliale.

RECUEIL DES MUCINES : LEMPREINTE
CONJONCTIVALE EST « REINE »

Les mucines peuvent &tre prélevées par microcapillaires dans les
larmes, mais le plus souvent, les mucines membranaires ou sécré-
tées sont arrachées par apposition d'une empreinte conjonctivale.

BB ER Empreinte conjonctivale.

Les cellules épithéliales forment un tapis multicouche dans lequel on iden-
tifie des cellules épithéliales marquées en bleu et des cellules a mucus en
rouge marquées par anticorps anti-MUC5AC.

Celleci est ensuite soumise a différentes techniques par immuno-
fluorescence, immunoperoxidase, technique ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), PCR (polymerase chain reaction) ou cytométrie
en flux (fig. 1-18). Des méthodes par HPLC peuvent également étre
appliquées notamment pour les chaines hydrocarbonées. La difficulté
demeure alors I'extraction du matériel muqueux plus ou moins adhé-
rent a la membrane cellulosique. Les génes MUCT, MUC2, MUC4 et
MUC5AC constitueraient des marqueurs de sécheresse oculaire, tout
particulierement MUCT qui allie bonne sensibilité et bonne spécificité.

Evaporation,
renouvellement
des larmes

Les larmes sont sécrétées et résorbées en permanence. La séche-
resse ou le larmoiement sont donc les résultantes d'un dysfonc-
tionnement de ces deux éléments. Une méta-analyse récente de
plusieurs études consacrées au taux de renouvellement des larmes
(TRL) mesuré par fluorophotométrie et a I'évaporation mesurée
par interférométrie retient, chez le sujet normal, un TRL de 16,19
+ 5,1 %/min et une évaporation de 13,57 + 6,52 x 107 g/cm?/s.
Le TRL passe a 9,26 + 5,08 %/min dans I'ceil sec et I'évaporation
a 21,05 + 13,96 x 107 g/cm?/s dans I'ceil sec avec des varia-
tions selon les raisons de la sécheresse (tableau 1-1).

Ces constantes sont donc profondément modifiées que la séche-
resse soit évaporative ou par hyposécrétion. On constate ainsi que
sécrétion des larmes et évaporation participent a I'équilibre dyna-
mique du film lacrymal et qu'elles sont susceptibles d'étre altérées
conjointement : un patient atteint d'un syndrome sec par hyposé-
crétion type Sjogren présentera tres fréquemment un dysfonction-
nement meibomien. Il semble que I'évaporation soit affectée par

Tableau 1-1 - Taux de renouvellement des larmes et évaporation chez les patients normaux et souffrant de syndrome sec.

Syndrome sec Syndrome sec
par hyposécrétion par hyperévaporation

Taux de renouvellement 16,19 = 5,1 %/min 7,71 £ 1,02 %/min 11,95 + 4,25 %/min
des larmes (TRL) (1,03 £ 0,39 pl/min) (0,4 + 0,10 pl/min) (0,71 £ 0,25 p/min)

Evaporation 13,57 £ 6,52 x 107 g/cm?s 17,91 £ 10,49 x 107 g/cm?/s 5,34 £ 13,08 x 107 g/cm?/s
(0,14 = 0,07 p/min) (0,17 = 0,1 p/min) (0,26 = 0,16 pl/min)



["épaisseur du film lipidique sans qu'il soit clairement démontré
qui, de la composition lipidique ou de I'épaisseur du film lipi-
dique, conditionne le plus la stabilité du film lacrymal. En effet,
un FLL plus épais est associé a une meilleure stabilité lacrymale
mais la qualité des lipides polaires, agissant en tant que surfactant,
supportant la phase non polaire, diminue également |'évaporation.

I Régulation du film
lacrymal

La stimulation lacrymale est sous la dépendance d'un systéme neu-
ronal périphérique en étroite association avec le systéme nerveux
central, permettant d'intégrer des composantes émotionnelles. La
sécrétion des larmes est par ailleurs largement influencée par le
statut hormonal des patients.

m REGULATION NEURONALE

La réponse neuronale qui régule la sécrétion de la glande
lacrymale est une partie intégrante de I'unité fonctionnelle consti-
tuée des nerfs afférents cornéens et conjonctivaux, des nerfs effé-
rents sympathiques et parasympathiques qui innervent la glande
lacrymale avec ses cellules et les canaux excréteurs.

Une réponse neuronale rapide entrainant la sécrétion de larmes
est indispensable pour combattre une agression de la surface ocu-
laire (température, humidité, stress mécanique, chimique). Toute-
fois, cette sécrétion n'est pas seulement aqueuse mais comporte
également différentes substances (facteurs de croissance, électro-
lytes, protéines, etc.)

La boucle lacrymale réflexe (fig. 1-19) a pour réle d'induire
une production lacrymale suite a une stimulation cornéenne ;
elle fait intervenir la glande lacrymale principale, la cornée et la

Nerf
parasympathique

Nerf
sympathique
SNC

®

BN BN Boucle lacrymale réflexe, adaptée de Argueso, 2013 [23].
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conjonctive et enfin le systéme nerveux central [33]. En cas de sti-
mulation au niveau de la cornée, un signal est envoyé au systeme
nerveux central par les nerfs sensitifs de la surface oculaire. Le
systéme nerveux central déclenche alors une stimulation des nerfs
sécréto-moteurs, provoquant une augmentation de la production
de larmes (eau, électrolytes et protéines) par la glande lacrymale
principale et de sécrétion de mucines par les cellules a mucus,
associée a un clignement immédiat permettant de répandre le
film lacrymal sur I'ensemble de la surface oculaire exposée. Il ne
s'agit pas seulement d'un simple déclenchement isolé de larmes,
car celui-ci peut étre modulé par la stimulation conjointe du
noyau lacrymal cérébral associant une composante émotionnelle
si besoin. Cette stimulation est contr6lée pour assurer en perma-
nence une sécrétion minimale adaptée aux besoins de la surface
oculaire. Elle est susceptible d’augmenter brusquement en cas de
nécessité. Cette réactivité nerveuse peut étre altérée, notamment
lorsque les nerfs sensitifs & la surface de la cornée sont constam-
ment stimulés (en cas d'irritation par exemple). On observe dans
ce cas une perte de la réponse de production de larmes suite
a un stimulus, sorte de désensibilisation nerveuse de la boucle
lacrymale réflexe.

RE’GULATION NERVEUSE : LES ACTEURS,
MECANISMES D’ACTION

Voie afférente

La cornée est un tissu richement innervé (la densité de nerfs sensi-
tifs a sa surface est 20 a 40 fois supérieure a celle de la gencive),
permettant une réponse rapide a tout stress a sa surface. La cor-
née est stimulée en permanence par des éléments environnemen-
taux, tels qu‘un courant d‘air, la présence d‘un corps étranger ou
une atmospheére a faible taux d'humidité [33]. Un clignement sur
une surface oculaire trop faiblement protégée par un volume de
larmes insuffisant représente également une cause de stimulation
nerveuse de la sécrétion lacrymale. La stimulation des nerfs sen-

Acinus

— Conduit

A Systeme
Nerf de drainage
sensitif lacrymal
Nerfs afférents ]

Un stimulus au niveau de la cornée envoie un signal nerveux sensitif au systéme nerveux central (SNC), qui transmet un signal nerveux sécréto-moteur a la
glande lacrymale par I'intermédiaire des voies parasympathique majoritairement et sympathique de facon plus secondaire. La production lacrymale induite

protége la surface oculaire.
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sitifs cornéens passe par un réflexe impliquant le nerf facial dont
I'activation entraine la sécrétion lacrymale. Une stimulation des
nerfs cornéens entraine a la fois une sécrétion de larmes et une
vasodilatation dans la glande lacrymale. La sécrétion lacrymale
peut ainsi étre bloquée par les antagonistes muscariniques.

Les nerfs cornéens répondent a divers stimuli, on dénombre
ainsi  différents types de récepteurs : des mécanorécepteurs
(seuil de réactivité bas), des mécanonocicepteurs (seuil de réac-
tivité élevé), des nocicepteurs multimodaux et des récepteurs au
froid [34]. Environ 20 % des nerfs sensitifs sont mécanorécepteurs
et mécanonocicepteurs répondant avant tout a une agression
mécanique. Environ 70 % des nerfs sont nocicepteurs multimo-
daux et répondent a des agressions variées (irritants, inflammation,
etc.). On congoit ainsi que l'altération de la sensibilité cornéenne
puisse avoir un effet marqué sur la sécrétion lacrymale.

Voie efférente

Le déclenchement de la sécrétion lacrymale a la suite de I'informa-
tion du systeme nerveux central passe par la voie efférente para-
sympathique et sympathique. Le systéme parasympathique est pré-
pondérant a la fois anatomiquement et fonctionnellement. Ainsi,
un blocage de la voie sympathique entraine des effets modérés
contrairement & celui de la voie parasympathique qui bloque la
sécrétion lacrymale [35]. Lactivation des systémes sympathiques
et parasympathiques passe par la sécrétion de neurotransmetteurs
qui contrélent la sécrétion lacrymale (protéine, électrolyte et eau).
Le principal neuromédiateur parasympathique est I'acétylcholine
et plus accessoirement le VIP, alors que le principal neuromé-
diateur sympathique adrénergique est la norépinéphrine et plus
accessoirement le neuropeptide Y [24]. Il a été mis en évidence
chez le rat que les récepteurs cholinergiques présents dans la
glande lacrymale principale sont des récepteurs muscariniques de
sous-type M, [36]. Les agonistes cholinergiques entrainent ainsi
une sécrétion lacrymale d'eau et de substances associées. Toutefois
la stimulation lacrymale par des agonistes cholinergiques est asso-
ciée a un blocage simultané, sorte de «rétrocontrdle » atténuant
la sécrétion lacrymale. Le VIP sécrété par le systéme parasympa-
thique régule normalement la sécrétion lacrymale chez I'homme
comme |'atteste le larmoiement abondant d'un patient atteint
d’un VIPome [37, 38].

ANOMALIES DU CONTROLE NEURONAL
DE LA SECRETION LACRYMALE

La boucle neuronale est susceptible d'étre altérée a chaque
étape : évidente dans toutes les situations qui s'accompagnent
d'une anesthésie ou d'une hypoesthésie cornéenne, elle prend des
aspects plus discrets dans les atteintes de la voie efférente. Cette
boucle est susceptible d'étre altérée pour la premiere étape par
toutes les situations altérant la sensibilité cornéenne (dge, diabéte,
chirurgie réfractive, etc.), pour la seconde étape par les situations
s'‘accompagnant d‘une neuropathie périphérique (comme on
peut le voir dans le syndrome de Sjégren ou dans le diabéte)
certainement entretenue par la réaction inflammatoire [39]. De
méme, les produits anticholinergiques (atropine, antidépresseurs
tricycliques, anti-histaminiques) ou les antagonistes muscariniques
(scopolamine) entraineront un syndrome sec, alors que la pilocar-
pine ou tout autre agent cholinergique entrainera une sécrétion
lacrymale [40]. Dans la physiopathologie du syndrome sec lié a
I'dge, le mécanisme est probablement mixte, associant une ano-
malie liée aux neurotransmetteurs et un déficit de l'action des
fonctions agonistes cholinergique et alpha-adrénergique.

STIMULATION DE LA SECRETION LACRYMALE NON
GLANDULAIRE

Méme si les glandes lacrymales et accessoires sont considérées
comme les sources majeures de larmes, I'épithélium conjoncti-
val sécrete également des mucines, des protéines et des électro-
lytes [17]. Ces sécrétions sont régulées par les systémes nerveux
parasympathique et sympathique et via l'activation de récepteurs
purinergiques P2Y,. Les récepteurs P2Y, sont impliqués dans la
régulation du transport épithélial d'ions [41]. Chez le lapin, I'ac-
tivation des récepteurs P2Y, stimule la sécrétion d'eau et d'élec-
trolytes par I'épithélium conjonctival, ainsi que la sécrétion de
mucines par les cellules & mucus de I"épithélium conjonctival [29-
31].

Différents modeles animaux de sécheresse oculaire ont été pro-
posés. Un modele d'insuffisance lacrymale totale a été développé
en inhibant la boucle lacrymale réflexe par dénervation parasym-
pathique [42]. Ce modele a été mis en ceuvre chez le rat Long-
Evans par excision unilatérale d'un nerf du systéme parasympa-
thique. Les auteurs ont montré dans ce modéle une diminution
de la production lacrymale, I'apparition d'ulcéres cornéens et une
atteinte morphologique de la glande lacrymale [43]. Des signes
cliniques de sécheresse oculaire ont été mis en évidence 7 jours
apres l'opération chirurgicale : augmentation des kératites, perte
de l'intégrité du film lacrymal, diminution de la production de
larmes et augmentation de la fréquence de clignement. D'autres
modeles combinant diminution de la sécrétion lacrymale et séche-
resse par évaporation (animaux mis dans une atmosphére assé-
chée) ont été proposés. Le modele infusant de la scopolamine en
sous-cutané chez I'animal est également une option intéressante
pour évaluer les effets de la sécheresse sur la surface oculaire car
plus physiologique [44].

On congoit donc que la régulation nerveuse de la glande
lacrymale est complexe avec : |'activation des nerfs sensitifs cor-
néens et conjonctivaux (premier niveau); la stimulation des nerfs
sympathiques et parasympathiques (deuxieme niveau); l'activa-
tion des mécanismes intracellulaires des cellules acineuses et des
canaux lacrymaux entrafnant alors une sécrétion lacrymale (troi-
sieme niveau). Le bon équilibre de I'ensemble de ces acteurs est
indispensable au maintien de I'homéostasie de la surface oculaire
et des larmes sécrétées.

UTILISATION EN PRATIQUE : LES SECRETAGOGUES

Les principaux sécrétagogues testés dans des essais cliniques sont
les agents cholinergiques. La pilocarpine a été évaluée dans plu-
sieurs essais multicentriques mais son utilisation en respectant
['autorisation de mise sur le marché (AMM) reste limitée a la
sécheresse buccale post-radiothérapie. Son utilisation pour soi-
gner la xérophtalmie dans le syndrome de Sjégren demeure donc
problématique car en principe hors AMM, ce qui peut poser des
problémes de remboursement. Elle a longtemps été prescrite sous
forme de préparation magistrale de chlorhydrate de pilocarpine
avant d'exister sous une formulation disponible directement dans
la pharmacopée (Salagen®). Les principaux effets secondaires sont
des sueurs abondantes, des nausées et des vomissements rapportés
chez 4 a 8 % des patients. Il est donc judicieux d'atteindre la dose
finale de 12 & 15 mg par une escalade progressive d'un comprimé
a 4 mg supplémentaire chaque semaine. Les effets secondaires
peuvent disparaftre en revenant au dosage précédent. L'effet est
surtout ressenti par les patients au niveau buccal. La céviméline
approuvée aux Etats-Unis reste non accessible en Europe pour le
traitement de la xérophtalmie.



[ REGULATIQN HORMONALE DE
L'ACTIVITE DE LA GLANDE LACRYMALE
PRINCIPALE ET DES GLANDES
DE MEIBOMIUS

MECANISMES D’ACTION

Glande lacrymale et androgénes

La glande lacrymale principale exprime les récepteurs aux hor-
mones sexuelles, en particulier aux androgénes, ainsi que la
Sa-réductase, enzyme clé du métabolisme des androgénes [45-
47]. Les androgénes modulent I'anatomie de la glande lacrymale
principale et sont nécessaires au maintien de ses activités métabo-
lique et sécrétrice [48]. Le volume de larmes ne semble pas affecté
par une déficience en androgénes mais peut étre augmenté par
un apport exogéne en androgeénes [49-51]. En outre, méme s'il
a été montré chez plusieurs especes (dont la souris, le rat et le
lapin) qu‘un déficit en androgénes seul n‘induit pas I'inflamma-
tion de la glande lacrymale principale [50], un apport en andro-
génes exogenes chez le lapin femelle ovariectomisée protege la
glande lacrymale contre la dégénérescence et I'apoptose [52]. Un
traitement a la testostérone permettrait aussi de diminuer l'infiltra-
tion lymphocytaire dans les glandes lacrymales dans un modele
murin de maladie auto-immune [51]. Il est suggéré que l'activité
immunosuppressive des androgénes dans la glande lacrymale soit
médiée par la production de la cytokine anti-inflammatoire TGF-B
par les cellules épithéliales [53].

Glandes de Meibomius et hormones

En tant que glandes sébacées, |'activité sécrétrice des glandes de
Meibomius est régulée par les hormones sexuelles [54]. L'expres-
sion des récepteurs aux androgenes dans les glandes de Meibo-
mius a été montrée chez I'homme [45, 47], chez le rat [55] et
chez le lapin [47] et celle de la 5o-réductase, enzyme impliquée
dans le métabolisme des androgénes, a été mise en évidence chez
I'homme [45]. Une déficience en androgénes, en cas de traitement
anti-androgénique par exemple, conduit & une atteinte morpho-
logique des glandes de Meibomius, associée a une perte de la
qualité et de la quantité de leurs sécrétions lipidiques [56]. Cepen-
dant, la corrélation entre déficience en androgénes et intégrité
structurelle de la couche lipidique du film lacrymal n'a pu étre
établie que chez I'homme [56]. Les cestrogeénes pourraient entraf-
ner un dysfonctionnement meibomien avec sécheresse oculaire en
agissant de facon négative sur la taille, I'activité et la production
des glandes de Meibomius.

CONSEQUENCES PRATIQUES DES MODIFICATIONS
DU STATUT HORMONAL

L'influence des hormones dans la sécrétion lacrymale est bien attes-
tée tant par les études de population qui retrouvent des taux de
syndromes secs plus élevés chez les femmes que chez les hommes,
que par le fait que la grande majorité des patients atteints de
syndrome de Sjogren sont des femmes [57, 58]. Les modifications
du statut hormonal chez la femme expliquent en grande partie
les effets observés dans les différents états comme la grossesse, la
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ménopause ou I'allaitement (tableau 1-2). Les femmes étant plus
sensibles aux problémes de sécheresse oculaire que les hommes,
les cestrogenes ont été longtemps considérés comme les hormones
clés dans la régulation de I'activité des glandes lacrymales. Il est
maintenant admis que ce sont les androgénes qui participent de
maniére primordiale & cette régulation [59]. Les effets du traite-
ment hormonal substitutif (THS) ont fait 1'objet d‘une littérature
abondante avec de nombreux résultats contradictoires : certains
auteurs rapportent une amélioration des signes de sécheresse sous
THS [60, 61], alors que d'autres ne retrouvent aucun effet [62,
63]. Méme dans une pathologie authentiquement inflammatoire,
le r6le de la composante hormonale est certainement important :
les patients atteins de syndrome de Gougerot-Sjogren auraient un
taux de déhydroépiandrostérone sulfate (DHEA-S) abaissé, laissant
ainsi supposer que les androgénes seraient impliqués dans la fonc-
tion sécrétrice des glandes exocrines de ces patients [64]. Chez les
femmes ménopausées, la présence d’un syndrome sec est associée
a des taux d’hormones sexuelles diminuées et ces derniers sont
corrélés négativement a l'osmolarité des larmes [65]. De facon
intéressante, des femmes souffrant d'une ménopause précoce
présenteraient avant tout une altération de la qualité des larmes
plus que de la sécrétion sur le plan quantitatif. Il est également
possible que le déficit hormonal ait un effet pro-inflammatoire
direct sur la surface oculaire comme I'atteste I'augmentation des
médiateurs inflammatoires. Un dosage des androgénes chez les
patients présentant un dysfonctionnement des glandes de Mei-
bomius retrouve des taux diminués [66]. L'administration de tes-
tostérone permettrait de restituer un film lipidique quasi normal
chez des animaux castrés [50] mais des résultats contradictoires
existent la encore [67]. L'effet des hormones implique les métallo-
protéinases de type 2. Une étude pilote évaluant I'effet de patch
de testostérone chez des patientes atteintes de sécheresse oculaire
semble montrer une efficacité sans entrainer d'effet secondaire lié
aux androgenes [68].

m PART DES FACTEURS
ENVIRONNEMENTAUX

La stabilité, la qualité et la quantité du film lacrymal sont éga-
lement dépendantes de facteurs environnementaux susceptibles
d’avoir un impact sur I'évaporation des larmes ou leur bon éta-
lement sur la surface oculaire. Les conditions ambiantes (tempé-
rature, taux d'humidité, présence de vent ou de courant d'air)
influencent de maniére importante |'évaporation de la phase
aqueuse du film lacrymal [69]. Il en est de méme avec la taille de
la surface oculaire exposée, liée a I'ouverture palpébrale. Celle-ci
est elle-méme spécifique de chaque individu et peut étre modifiée,
par exemple en cas de travail sur écran nécessitant une concen-
tration importante. Il semble d'ailleurs qu‘il n'existe pas une trés
bonne corrélation entre les paramétres d'évaluation de la surface
oculaire (BUT) et le clignement, laissant supposer que ce dernier
est sous la dépendance d'autres contréles que la simple stimula-
tion issue de I'état cornéen : ainsi un état de concentration intense
limite le clignement probablement pour maintenir d’avantage I'at-
tention en dépit d'un BUT raccourci [70].

Tableau 1-2 — Variation des hormones selon le sexe, I'adge et la charge hormonale.

Femme Femme sous Femme a la Femme Homme Homme
jeune oestroprosgestatifs périménopause ménopausée jeune agé
N N T W T N N

@Estrogenes N ou
Progestatifs N N 4
Androgénes N N Nou

N = taux de base dans la norme.

(A T N N
& ) N &
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Le concept de surface oculaire

Il — ANATOMIE DES PAUPIERES
ADAPTEE A LA SURFACE OCULAIRE

P.-Y. RoBeRT,

L'essentiel

J.-P. ApENIS

La ligne grise marque sur le bord libre la séparation de la paupiére en lamelles postérieure (orifices des glandes de Meibomius)
et antérieure (follicules des cils). Le pli palpébral supérieur marque la limite supérieure des insertions cutanées de |'aponévrose du
releveur. La conjonctive a un réle immunitaire par le tissu lymphoide (mucosa-associated lymphoid tissue [MALT]) qui lui est associé.
Le tendon canthal externe est solide, attaché au rebord orbitaire externe sur le tubercule de Whitnall. Le tendon canthal interne
a un réle dans la pompe lacrymale, avec un chef antérieur sur la créte lacrymale antérieure et un chef postérieur sur la créte
lacrymale postérieure. La sécrétion des larmes comprend : des glandes lipidiques situées sur le bord libre ; des glandes aqueuses
s'abouchant dans le cul-de-sac conjonctival ; des glandes mucineuses situées sur la surface oculaire.

La pompe lacrymale est un systéme actif, dont le bon fonctionne-
ment est conditionné par la bonne position et ouverture des points
lacrymaux, la faible profondeur du lac lacrymal et la perméabilité
des voies lacrymales excrétrices.

Nous décrirons ici I'anatomie des paupieres dans leur contri-
bution a la physiologie de la surface oculaire, notamment dans la
fabrication, la sécrétion, I'étalement et I'excrétion du film lacrymal.

La fente palpébrale normale est oblique en haut et en dehors,
cette obliquité dite « mongoloide » favorise le drainage physio-
logique des larmes [1]. A I'état normal, la paupiére supérieure
recouvre le limbe supérieur de 1 & 2 mm et la paupiére infé-
rieure affleure le limbe inférieur [2]. Les paupiéres sont séparées
en lamelles antérieure (peau + orbiculaire) et postérieure (tarse
+ conjonctive). Cette division, clivable chirurgicalement par un
espace dépourvu d'adhérences a la face antérieure du tarse, consti-
tue le socle de toute chirurgie plastique ou reconstructrice des
paupiéres. Les paupiéres contiennent enfin les glandes qui sécre-
tent les différentes phases du film lacrymal :

- la partie muqueuse qui assure I'accroche du film sur la sur-
face oculaire ;

- la partie aqueuse qui représente la quasi-totalité du volume
des larmes et permet le larmoiement émotionnel ;

- la partie lipidique superficielle (meibum), de structure com-
plexe qui joue le role de surfactant et prévient I'évaporation pré-
maturée du film.

Anatomie du bord
libre

Le bord libre des paupiéres constitue la limite entre les parties
muqueuse (conjonctivale) et malpighienne (cutanée) des pau-
piéres. D'une largeur de 2 mm, il est constitué en avant par les
cils et en arriére par les orifices des glandes de Meibomius. Entre
les deux se trouve la ligne grise (fig. 1-20), repére chirurgical. Une
incision sur la ligne grise permet de séparer, lors d'une margino-
plastie, lamelle antérieure (peau + orbiculaire) et lamelle posté-
rieure (tarse + conjonctive). La ligne grise correspond également

EERELD Ligne grise.

histologiquement a la partie la plus superficielle de I'orbiculaire,
appelée muscle de Riolan [3].

Lorsque I'on examine les paupiéres aprés instillation de vert de
lissamine, une ligne se forme sur le bord libre. Cette ligne, appelée
ligne de Marx, correspond a la zone de contact du bord libre avec
la surface oculaire, elle peut se situer soit en avant soit en arriére
des orifices des glandes de Meibomius [4].

Anatomie de la lamelle
antérieure

La partie cutanée des paupieres est constituée de la peau et de
I'orbiculaire. En paupiére supérieure, les fibres terminales de I'apo-
névrose du releveur s'insérent directement dans le tissu muscu-
laire de I'orbiculaire, jusqu'a la région du pli palpébral supérieur
(fig. 1-21), et assurent ainsi un mouvement « harmonieux et syn-
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L AEPAR Région du pli palpébral supérieur.

chrone » de la paupiére supérieure. L'orbiculaire, dérivant du deu-
xieme arc branchial, est lui-méme individualisé en trois fuseaux
concentriques : prétarsal au contact du bord libre ; préseptal au-
dela du pli palpébral ; orbitaire pour la partie la plus périphé-
rique. Les lignes de force de I'orbiculaire et des autres muscles du
clignement (fig. 1-22) sont responsables des principales lignes et
rides cutanées, qui constituent autant de repeéres chirurgicaux dans
la chirurgie palpébrale.

Anatomie de la lamelle
posterieure

m TARSE

Le tarse constitue la partie solide des paupiéres, il assure ainsi
la stabilité palpébrale et la protection du globe oculaire. Il est
constitué de collagéne et est parcouru dans son épaisseur par les
glandes de Meibomius (fig. 1-23). En avant, il est séparé de I'apo-
névrose du releveur par un espace lache qui constitue I'espace de
dissection naturel entre lamelles antérieure et postérieure. Le tarse
contient également des fibres élastiques, réparties principalement

Muscle frontal

Muscle orbiculaire
orbitaire

Muscle orbiculaire
préseptal

Muscle orbiculaire
prétarsal

L2 H Muscles superficiels des paupiéres.

le long des attaches avec la conjonctive et autour des glandes
de Meibomius. La présence de ces fibres élastiques explique la
capacité du tarse a se déformer et a reprendre sa forme lors des
mouvements verticaux de la paupiere. Chez le sujet 4gé et chez les
patients atteints de floppy eyelid syndrome, les fibres élastiques sont
altérées et la paupiére se distend, pouvant provoquer un trouble
statique (entropion ou ectropion). Les fibres élastiques entourant
les glandes de Meibomius sont également impliquées dans la
sécrétion active du meibum.

m CONJONCTIVE

La conjonctive est un épithélium muqueux. Elle contient des
cellules caliciformes, responsables de la sécrétion de la phase
mugqueuse des larmes (fig. 1-24), et des cellules de I'immunité for-
mant le tissu lymphoide associé aux muqueuses (mucosa-associated
lymphoid tissue [MALT]). Elle est solidaire du tarse, duquel elle est
inséparable chirurgicalement.

I Anatomie des canthi

m CANTHUS EXTERNE

Le canthus externe est le plus solide, pour des raisons anatomiques
('orbite est inclinée de 23° en dehors par rapport a I'axe sagit-
tal, donc la force du releveur s'exerce davantage sur le canthus
externe). Le ligament canthal externe, bande nacrée facile a dis-
séquer, s'insére sur un petit tubercule osseux (le tubercule de
Whitnall) qui donne également insertion au septum orbitaire et a
I'aileron latéral du releveur (fig. 1-25) [5]. Le cul-de-sac conjoncti-
val externe est maintenu profond par I'expansion conjonctivale du
droit externe [6].

Le fascia profond de I'orbiculaire est attaché au périoste de I'or-
bite par un ligament. Cette attache est plus développée au niveau du
rebord inféro-externe et participe également aux connexions entre
le tarse et le rebord orbitaire externe. Ce ligament fusionne latéra-
lement avec le SMAS (superficial musculoaponeurotic system) et rejoint
en particulier I'aponévrose temporale. Chez le sujet agé, ce ligament
se relache et 'orbiculaire préseptal, libre de ses attaches, arrive a
migrer en prétarsal, réalisant ainsi I'entropion spasmodique [7].

Muscle
corrugateur
du sourcil



JEREPEN Fibres élastiques entourant les glandes de Meibomius
dans le tarse.

HLENEPZS Cryptes de Henle (concentration de cellules caliciformes)
au sein de la conjonctive palpébrale.

RN Aileron latéral du releveur séparant la glande lacrymale
en ses deux lobes.

m CANTHUS INTERNE

Le canthus interne est d'organisation plus complexe et constitué
de tissus plus laches. Le tendon canthal médial est formé de deux
chefs distincts, séparés par |'appareil excréteur lacrymal. Le chef
antérieur est amarré a la créte lacrymale antérieure par un ten-
don, mais la convexité des paupiéres est assurée par l'insertion
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du chef postérieur sur la créte lacrymale postérieure. Le cul-de-sac
conjonctival interne est maintenu en profondeur par I'expansion
conjonctivale du droit interne [6].

Anatomie de la
sécrétion lacrymale

m SECRETION LIPIDIQUE

La sécrétion du meibum est réalisée par trois types de glandes
lipidiques : les glandes de Meibomius (glandes tarsales), de Zeiss
et de Moll (associées aux follicules pileux des cils). Ces glandes
sont en connexion étroite avec les muscles de la statique et peu-
vent étre perturbées par un dysfonctionnement de I"élasticité pal-
pébrale.

Les glandes de Meibomius sont au nombre de vingt-cing
a trente [2]. Elles sont situées au centre du tarse et sont mises
en tension a chaque clignement. L'élasticité du tarse participe a
leur bon fonctionnement. Le dysfonctionnement des glandes de
Meibomius a été reconnu comme une cause de kératoconjonctivite
non inflammatoire [8]. Les glandes de Meibomius présentent éga-
lement des récepteurs pour les cestrogénes qui augmentent avec
I'dge, quel que soit le sexe, sans conséquence sur la qualité du
film lacrymal [9].

Les glandes de Moll sont des glandes sudoripares (participant
a la thermorégulation), dédiées exclusivement au follicule pileux
des cils. Elles s'abouchent dans le follicule par un petit canal. Il
est a présent admis que ces glandes sécrétent dés la naissance des
agents actifs contre les micro-organismes, en particulier lysozyme
et immunoglobulines A [10].

Les glandes de Zeiss sont au nombre de deux par cil [2].

m SECRETION AQUEUSE

La sécrétion de la phase aqueuse des larmes est assurée en trés
grande partie par la glande lacrymale principale, qui est en outre
responsable du larmoiement émotionnel. La glande lacrymale
principale est située dans une cavité naturelle de I'os frontal, la
fossette lacrymale. Elle est constituée d’acini qui se déversent dans
le cul-de-sac supérieur par cing a douze canaux excréteurs qu'il
est possible de repérer cliniqguement en éversant le tarse supérieur.

La glande lacrymale principale est traversée par I'aileron latéral
du releveur qui scinde son pédicule vasculonerveux et ses canaux
excréteurs en deux pédicules distincts. Cette disposition permet de
définir deux lobes : un lobe palpébral (inférieur et en arriére) et
un lobe orbitaire (supérieur et en avant).

Les glandes lacrymales accessoires sont les glandes de Krause et
de Wolfring (fig. 1-26).

Ces glandes accessoires assurent la sécrétion aqueuse de base
et expliquent I'absence de sécheresse oculaire lors des exéréses
complétes de la glande lacrymale principale.

La glande de Wolfring a une structure en acini, similaire a celle
de la glande lacrymale principale, et présente des canaux excré-
teurs vers la partie palpébrale de la conjonctive qui s'abouchent
en un ou plusieurs points proches du cul-de-sac [11].

m SECRETION MUQUEUSE

Il n"y a pas de glande au sens anatomique du terme pour la sécré-
tion de la partie mucineuse des larmes. Celle-ci est assurée par
les cellules caliciformes conjonctivales qui sont regroupées parfois
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m Glandes de Wolfring dans le cul-de-sac supérieur.

pour former des excroissances dans la muqueuse conjonctivale,
appelées « cryptes de Henle », principalement au fond des culs-
de-sac (voir fig. 1-24).

I Anatomie des voies
lacrymales hautes

® POINTS LACRYMAUX

L'examen des points lacrymaux est capital devant tout trouble de
la surface oculaire. Ils sont constitués d'un anneau fibreux, I'an-
gustia, assurant I'effet de ventouse a chaque clignement. Leur bon
fonctionnement implique leur ouverture (mais pas leur béance) et
leur orientation correcte en direction du lac lacrymal.

Les canalicules sont habituellement décrits avec une partie ver-
ticale, puis une partie horizontale séparées par une petite valve.
La partie horizontale présente ensuite une partie intramusculaire
(dans le muscle de Riolan, puis dans le muscle de Duverney) puis
une partie extramusculaire.

Les canalicules s'abouchent ensuite dans le sac lacrymal de
facon tres variable : soit directement, soit par I'intermédiaire d‘un
canal d'union, soit par l'intermédiaire d'un renflement (le sinus de
Maier). A l'entrée du sac est décrite une autre valve : la valve de
Rosenmdller. Ces valves sont des valves dynamiques, par mise en
tension transitoire de la muqueuse lacrymale.

Outre la perméabilité du systeme, le bon fonctionnement de
la pompe lacrymale implique une bonne position des points
lacrymaux, un lac lacrymal plat et un clignement efficace.

m LAC LACRYMAL

Une bonne excrétion des larmes implique une anatomie conser-
vée de tout l'angle interne des paupieres. Les larmes s'écoulent
de dehors en dedans et s'accumulent dans un triangle appelé lac
lacrymal, défini entre la caroncule et les deux points lacrymaux.
Pour que la pompe lacrymale fonctionne, les paupieres doivent
étre suffisamment tendues et maintenues en arriére (insérées sur la
créte lacrymale postérieure par le chef postérieur du tendon can-
thal interne). Lorsqu‘apres un traumatisme, le muscle de Duver-
ney est repositionné incorrectement trop en avant, le lac lacrymal
devient creux, la pompe lacrymale ne fonctionne plus et les larmes
stagnent, constituant le « syndrome du Centurion », par une anté-
roposition des paupieres dans I'angle interne.

m POMPE LACRYMALE

A chaque clignement, les points lacrymaux sont attirés médiale-
ment dans le lac lacrymal, créant une pression positive dans le lac
lacrymal et une pression négative dans la lumiére canaliculaire.
Il se produit ainsi un effet de ventouse qui permet une excrétion
active des larmes.

Le muscle responsable de la pompe lacrymale est un chef pos-
térieur de I'orbiculaire préseptal, qui s'insére sur la créte lacrymale
postérieure et passe en pont devant le diaphragme lacrymal. Ce
muscle a été mentionné pour la premiére fois par le chirurgien
francais Jacques-Francois-Marie Duverney et décrit ensuite par de
nombreux chirurgiens dont William Horner.

Outre les problemes esthétiques, la bonne position et I'intégrité
de ce muscle sont indispensables & un bon fonctionnement de la
pompe lacrymale et ne sont pas sans conséquence sur les patholo-
gies chroniques de la surface oculaire.
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[V — LE LIMBE

F. Mauo, T. HoaNnc-XuaN

L'essentiel

Un chapitre sur le limbe n’a d'intérét que s'il aborde son anatomie fonctionnelle en plus de son anatomie descriptive, tant cette
région de I'ceil joue un réle primordial pour le bon fonctionnement de la surface oculaire. Le limbe est impliqué dans la régula-
tion de I'inflammation de la surface oculaire et dans le renouvellement de I'épithélium de la cornée ; il est le lieu de résidence
des cellules impliquées dans la défense de la cornée ; il est composé d‘un environnement anti-angiogénique empéchant les vais-
seaux et les lymphatiques de se développer dans la cornée. Mais le réle majeur attribué au limbe depuis bient6t 30 ans est celui
du renouvellement physiologique de I'épithélium cornéen grace aux cellules souches épithéliales que ce site héberge. L'absence
de ces cellules conduirait a une conjonctivalisation de la cornée. Les pathologies concernées sont regroupées sous le vocable de
syndrome d’insuffisance en cellules souches limbiques. Il est indispensable de reconstruire cette unité fonctionnelle pour réparer

une surface oculaire détruite.

Le mot limbe est défini dans le dictionnaire comme le bord gradué
d'un cercle ou d'un morceau de cercle. En astronomie, le limbe est
le bord lumineux du disque de la lune. « Les limbes » dans la reli-
gion catholique sont des lieux situés dans |'au-dela, aux marges
de I'enfer. On comprend donc pourquoi ce nom a été choisi pour
désigner la frontiére circulaire qui sépare la cornée transparente de
la sclére blanche recouverte par la conjonctive vascularisée.

Le limbe ne peut pas échapper a notre observation lors de
I'examen a la lampe a fente. Il joue un rdle primordial dans la
physiologie de la surface oculaire. Par ses éléments, il contribue a
la défense de la cornée, empéche la pénétration de celle-ci par les
vaisseaux sanguins et lymphatiques, et assure le renouvellement
de I"épithélium cornéen grace a ses cellules souches.

Le limbe, en plus d'assurer I'écoulement de I'humeur aqueuse,
doit apporter les ressources nutritives a la cornée. Le flux de nutri-
ments dans la cornée périphérique est trés lent et le fait que la
cornée centrale garde sa transparence signifierait qu’elle dépend
trés peu de sa partie périphérique pour son fonctionnement phy-
siologique. L'observation que des grandes incisions cornéennes
périphériques n'affectent pas la transparence cornéenne en est
une autre preuve.

I Anatomie

Le limbe est la frontiere anatomique entre la cornée avasculaire
et transparente et la sclére blanche recouverte par la conjonctive
richement vascularisée. C'est a son niveau que se fait la transition
entre |'épithélium de la cornée et celui de la conjonctive bulbaire.
Historiquement, le limbe a été individualisé car il contient le canal
de Schlemm [1] et intéressait les chirurgiens du glaucome. Il existe
en fait trois limbes (fig. 1-27a) [2] :

— le limbe des anatomopathologistes (fig. 1-27b) : il est com-
pris entre un plan de section antérieur, qui rejoint les extrémités
antérieures de la couche de Bowman en surface et de la mem-
brane de Descemet en profondeur (jonction cornéolimbique), et
un plan de section postérieur 1,5 mm en arriére, perpendiculaire a
la sclére et allant de I'insertion de la conjonctive bulbaire au fond
de I'angle iridocornéen (jonction cornéosclérale). Il comprend le
canal de Schlemm et le trabéculum ;

- le limbe des histologistes (voir fig. 1-27b) : il correspond a
la ligne d'enchassement des fibres de collagéne de la cornée péri-
phérique dans la sclére. Cette ligne commence en surface a I'ex-
trémité de la couche de Bowman, dessine une parabole a sommet
postérieur vers le canal de Schlemm et se termine dans la chambre
antérieure, a I'extrémité de la membrane de Descemet ;

—le limbe des chirurgiens (voir fig. 1-27a) : c'est le repére
macroscopique qui marque la limite entre le cornée transparente
et la sclere blanche ou s'insere la conjonctive bulbaire.

Les vaisseaux artériels épiscléraux du limbe s’anastomosent
avec leurs homologues conjonctivaux (fig. 1-28). Dans la sclére,
des canaux artériels et un plexus veineux sont reliés au canal de
Schlemm. Les lymphatiques conjonctivaux limbiques sont organi-
sés en trois groupes : le systeme périphérique associé aux extré-
mités terminales du réseau artériel limbique; les lymphatiques
radiaires traversant les palissades de Vogt ; des branches profondes
issues des lymphatiques radiaires. Les réseaux nasal et temporal
sont drainés respectivement dans les ganglions sous-maxillaires et
prétragiens.

Les nerfs sont principalement sensitifs et se terminent autour
des vaisseaux sanguins et dans le tissu conjonctif. La plupart
d‘entre eux sont myélinisés. Le limbe est le lieu de passage des
44 branches sensitives des nerfs ciliaires longs issus du nerf triju-
meau qui irradient vers le centre de la cornée [3], le tissu le plus
innervé de l'organisme [4]. Il existe aussi une innervation végé-
tative,

L'épithélium limbique est un épithélium de transition entre
deux micro-environnements biologiques fondamentalement diffé-
rents, conjonctival de type lymphoide et vascularisé, et cornéen
avasculaire et trés innervé. Il est organisé comme celui de la cor-
née centrale, mais il est plus épais avec dix a quinze couches cellu-
laires et est dépourvu de cellules a mucus. Les cellules basales sont
plus petites et plus compactes que leurs homologues cornéennes
(fig. 1-29a). Elles contiennent dans leur cytoplasme des granules
mélanocytaires. Le pigment est synthétisé par les mélanocytes
situés dans la couche basale et est transféré dans les cellules épi-
théliales. L'ultrastructure des cellules limbiques est peu différente
de celle des cellules cornéennes, avec des mitochondries de plus
grande taille et des tonofilaments cytoplasmiques associés aux des-
mosomes. Dans les couches basale et suprabasale de I'épithélium,
outre des mélanocytes, on trouve des lymphocytes et des cellules



Jonction
limbosclérale

de Langerhans caractérisées par leurs granules de Birbeck en forme
de raquette de tennis. Le stroma conjonctival limbique contient
des fibroblastes, des mélanocytes, des macrophages, des masto-
cytes, des lymphocytes, des plasmocytes et des polynucléaires. Il
est séparé de la sclére par la capsule de Tenon, lame de collagéne
dense, et I'épisclére, tissu conjonctif serré et peu cellulaire.
L'épithélium et le stroma conjonctival limbique constituent
des papilles comme dans le derme. Ces papilles sont orientées

Limbe de I'anatomopathologiste

Limbe de P'histologiste
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Jonction
cornéolimbique
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{ENEPYE Le limbe selon Hogan, Alvaradero et
Wedel [2].

a. Le limbe des chirurgiens (fleche). b. Le limbe des
anatomopathologistes (zone comprise entre les traits
pleins) et celui des histologistes (ligne pointillée).

a : épithélium conjonctival ; b : stroma conjonctival ;
¢ : capsule de Tenon et épisclére ; d : stroma limbique
et cornéoscléral ; e : muscle ciliaire ; f : partie circulaire
et radiaire du muscle ciliaire.

radiairement et sont appelées palissades de Vogt (fig. 1-29b). Elles
mesurent 0,5 mm de large pour 2 @ 4 mm de long. De fins vais-
seaux et nerfs courent le long de leur mur externe alors que des
canaux lymphatiques de gros diameétre sillonnent leur partie axiale
(fig. 1-29¢). Les palissades de Vogt seraient le lieu de résidence
des cellules souches de la cornée [5-7].
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Tous les tissus du corps humain possedent leurs cellules souches.
Par exemple, celles du sang sont dans la moelle osseuse et celles
de la peau dans le bulbe, partie du follicule pileux [8]. Les cellules

m Vascularisation du limbe.

a. Angiographie a la fluorescéine de la région
limbique. Forte activité vasculaire en regard d'une
épisclérite. b. Réseau vasculaire de la région lim-
bique : artériel (rouge) et veineux (bleu). La vas-
cularisation est terminale au niveau du stroma
limbique et il existe des connexions entre les
réseaux superficiel et profond. Dans les plans plus
profonds, des veines sclérales entrent en contact
avec le canal de Schlemm.

ACA : artére ciliaire antérieure; E : branche épi-
sclérale de I’ACA ; MP : branche perforante.

souches de I"épithélium de la cornée sont quant a elles localisées
dans I'épithélium limbique, probablement sous la forme d‘amas
cellulaires situés dans des cryptes au niveau des palissades de
Vogt [9-13]. Ces niches seraient le lieu de résidence des cellules
souches limbiques.

Une cellule souche est une cellule qui peut s'autorenouve-
ler perpétuellement et se différencier dans tous les types cellu-
laires [14]. Le concept de cellules souches revient & Till et McCul-
loch en 1963 [15-17]. lls définissent les cellules souches comme
celles (clone) capables de former une colonie d'autres cellules.
Les cellules souches seraient aussi impliquées dans les cancers
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[{EEREZER Palissades de Vogt.

a. Coupe histologique humaine de I'épithélium
et d'une partie du stroma antérieur du limbe
cornéoscléral. A droite de la photo, on retrouve
I'épithélium de la cornée périphérique consti-
tué de cing a sept couches. Puis au niveau du
limbe, I'épithélium a une épaisseur qui aug-
mente pour atteindre dix a douze couches. Les
cellules basales sont verticalisées et plus nom-
breuses. On peut noter le changement au niveau
de la matrice, vascularisée au niveau du limbe
et avasculaire au niveau de la cornée périphé-
rique. b. Région limbique supérieure d'un patient
mélanoderme. Chez le patient mélanoderme, les
mélanocytes ont une propension a se concentrer
dans les palissades de Vogt (fleche). c. Représen-
tation schématique des arcades vasculaires péri-
phériques, des lymphatiques et des palissades de
Vogt.

ACA : artére ciliaire antérieure; Co : section de
la conjonctive montrant les palissades de Vogt.
Celles-ci sont constituées de papilles stromales
(fleches) et de bandes de cellules épithéliales
appelées rete pegs; AE : artére épisclérale; PV :
palissades de Vogt; a : extrémité de la membrane
de Bowman a la périphérie cornéenne; b : extré-
mité cornéenne des palissades de Vogt; ¢ : cor-
née périphérique ; d : plexus artériels superficiels.
En jaunelvert, le réseau lymphatique constitué
d'une partie profonde et d'une partie superfi-
cielle; e : vascularisation terminale; f : artére
limbique, branche de l'artére épisclérale (AE);
g : vaisseaux lymphatiques.

et 80 % des cancers touchent les épithéliums [18]. On distingue retrouvées dans des organes spécialisés. Les premieres remplissent
les cellules souches embryonnaires présentes dans un organisme des fonctions multiples d'induction, d‘organisation et de différen-
en développement, pluripotentes et provenant du blastocyste, et ciation d’organes, alors que les secondes assurent leur autorenou-
les cellules souches adultes indifférenciées, non pluripotentes et vellement tout au long de la vie [14]. Seuls les tests fonctionnels in
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m Historique du renouvellement de I'épithélium de la cornée chez I'homme.

a. 1943-1981 : dans ce modeéle, le concept de cellules souches n'existait pas. L'épithélium de la cornée est renouvelé a partir de ses cellules basales qui peu-
vent étre en mitoses. b. 1981-1986 : théorie de la transdifférenciation de I'épithélium de la conjonctive en épithélium de la cornée selon I'hypothése XYZ de
Thoft [23]. Dans ce modéle, X correspond a la prolifération des cellules basales, Y a la migration centripéte des cellules conjonctivales et Z a la desquamation
des cellules épithéliales en surface. Une équation résume cette dynamique : X + Y = Z. c¢. 1986-2008 : théorie des cellules souches limbiques ou renouvellement
de I'épithélium de la cornée depuis les cellules basales du limbe. d. Depuis 2008 : modeéle du renouvellement de I'épithélium de la cornée a partir de cellules
souches distribuées de maniére homogéne dans la couche basale de I'ensemble de I'épithélium de la cornée. Il n'y a pas de migration physiologique de I'épi-
thélium du limbe vers la cornée centrale. Par contre si la cornée présente une blessure épithéliale large, il y aura migration épithéliale depuis le limbe, mais

il s'agit alors d'un phénoméne de cicatrisation.

vivo et in vitro permettent de prouver que les cellules sont des cel-
lules souches. In vivo, il n'y a que des cellules souches qui soient
capables de régénérer des tissus par transplantation dans plusieurs
receveurs successifs [10-12]. In vitro, gréce a des conditions de
culture trés performantes, Barrandon et Green ont pu obtenir un
nombre important de cellules filles a partir de clones de kérati-
nocytes [19, 20]. De nombreux marqueurs des cellules souches
existent aussi, mais ils ne sont que des indices de présomption.

L'épithélium de la cornée se renouvelle, car il existe des cellules
en mitose dans sa couche basale [21] et des cellules desquamées
dans les larmes [22]. Jusqu'en 1980, on pensait que ce renouvelle-
ment se faisait a partir des cellules basales épithéliales cornéennes
(fig. 1-30a), puis Thoft a émis sa théorie XYZ de la transdifféren-
ciation de I'épithélium de la conjonctive en épithélium de la cor-
née selon un flux centripéte (fig. 1-30b) [23]. Ce n'est qu'a partir
de 1986 que nait la théorie des cellules souches limbiques. Mais
deux écoles s'affrontent.

La premiére, plus antérieure et plus répandue, avance que le
renouvellement épithélial cornéen est organisé a partir de niches
de cellules souches situées dans les palissades de Vogt du limbe,
a l'instar de celles des cryptes de I'intestin, et que la division et
I'amplification des cellules se font dans I'épithélium de la cor-
née (fig. 1-30c). Schermer et al. sont a I'origine de cette théo-
rie (fig. 1-31) [6]. L'épithélium de la cornée est marqué par les
anticorps monoclonaux K3/K12 et les couches suprabasales du
limbe le sont par K3 seulement. Les cellules n'exprimant pas K3/
K12 seraient alors un marqueur par défaut de cellules souches.
Selon ce schéma, dans les couches basales du limbe se trouvent
les cellules souches de la cornée qui sont les moins différenciées ;
elles donnent naissance a des cellules d’amplification transitoire
(CAT) qui migrent vers la cornée centrale au niveau de sa couche
basale tout en se divisant en cellules post-mitotiques [24]. La
figure 1-32 représente plusieurs modeles de renouvellement
de I'épithélium cornéen [7, 25, 26]. L'étude fonctionnelle des
cellules K3 négatives du limbe a confirmé que ce schéma était
juste. La localisation des cellules a cycle lent ou label retaining
cells (LRGs) dans la surface oculaire de la souris a montré que les

cellules basales du limbe en faisaient partie et qu’elles pouvaient
proliférer lors d'une blessure de la cornée centrale [7]. Pellegrini
et al. ont aussi effectué des analyses clonales sur les cellules de
la surface oculaire de I'homme [27]. lls ont retrouvé des holo-
clones (haut potentiel de prolifération) dans le limbe et unique-
ment des paraclones (potentiel intermédiaire de prolifération)
dans I"épithélium de la cornée. Dans cette théorie des cellules
souches limbiques, la raison de la migration centripéte des cel-
lules épithéliales depuis le limbe est inconnue. Le concept de cel-
lules souches limbiques a modifié le traitement de nombreuses
pathologies de la surface oculaire chez I'homme. Les ophtalmo-
logistes peuvent traiter des destructions de la surface oculaire en
réalisant des autogreffes ou des allogreffes de cellules souches

Immunomarquage de la cytokératine 3 (K3) dans la région
limbique du cochon.
Dans la partie gauche de la région limbique, il est a noter que la couche
basale (*) n’est pas marquée par la K3 qui est un marqueur de différen-
ciation. Ces cellules seraient les cellules souches de I'épithélium cornéen
d'aprés Schermer et al. [6]. Elles donneraient naissance aux cellules K3 posi-
tives présentes dans les couches suprabasales de I'épithélium limbique et
dans toutes les couches de I'épithélium de la cornée.
C : cornée; conj : conjonctive ; mb : membrane basale; L : région limbique
(encadré rouge).
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m Schémas du renouvellement épithélial cornéen.

a. D'aprés Lavker [7], les cellules souches de la cornée de souris sont au limbe et celles de la conjonctive sont au fornix. Il existe une migration physiologique
(fleches noires) des cellules d’amplification transitoire (CAT) depuis le fornix vers le limbe pour renouveler I'épithélium conjonctival bulbaire et depuis le limbe
vers la cornée centrale pour renouveler |'épithélium cornéen. Lors d'une blessure, I'épithélium cornéen cicatrise grace a la migration des cellules souches lim-
biques (fleche rouge). D'aprés De Luca et Pellegrini [25], chez I'homme, on trouve des cellules souches dans I'ensemble de la conjonctive bulbaire. Les cellules
souches cornéennes sont au limbe. Il y a une migration physiologique des CAT depuis le limbe vers la cornée centrale pour renouveler I'épithélium cornéen.
Lors d'une blessure, les cellules souches du limbe permettent la cicatrisation de I'épithélium cornéen. b. D’aprés Majo et Barrandon [26], chez les mammiféres
et chez ’'homme. Schéma supérieur : il existe des cellules souches épithéliales distribuées de maniére homogéne sur I'ensemble de la surface oculaire (cornée,
limbe et conjonctive). La surface oculaire se renouvelle physiologiquement comme les autres épithéliums, grace a des cellules souches présentes a proximité.
Schéma intermédiaire : en cas de large blessure de I'épithélium de la cornée, les cellules épithéliales du limbe cicatrisent le défect épithélial de la cornée.
Schéma inférieur : en cas de large blessure de la conjonctive bulbaire, les cellules épithéliales du limbe cicatrisent le défect épithélial de la conjonctive.

Rond jaune : épithélium de la cornée central ; carré vert : épithélium limbique ; carré orange : épithélium du fornix ; fleches noires : migration physiologique ;
fléche rouge : cicatrisation de I'épithélium cornéen en cas de blessure.

limbiques [28]. Mais il existe encore des questions sans réponses.
Ainsi, comment des patients, dont la région limbique est détruite
sur 360°, gardent-ils parfois une cornée transparente durant de
nombreuses années (fig. 1-33) [29] 7

La seconde école de la théorie des cellules souches limbiques
qui est celle de I'auteur propose un modéle dans lequel I'épithé-
lium de la cornée se renouvelle a I'instar des autres épithéliums

Régulation
de la différenciation
de I"épithélium cornéen

de I'organisme, a partir de cellules souches distribuées de maniére
homogeéne dans I'ensemble de sa couche basale (fig. 1-30d). Ce
modele est fondé sur des résultats obtenus en recherche fonda-
mentale avec des expériences de cultures cellulaires et d'analyse
clonale réalisées in vivo et in vitro sur six mammiféres diffé-
rents [26].

Le degré de différenciation épithéliale peut étre évalué gréce a
des marqueurs qui sont utiles aussi pour définir le syndrome d‘in-
suffisance en cellules souches limbiques [30, 31]. Dans I'épiderme,
les kératines 5 (K5/K14) et 1 (K1/K10) sont spécifiques des cel-
lules respectivement basales et suprabasales [32]. L'épithélium de
la cornée possede un marqueur spécifique, la kératine 3 (K3/K12)
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m Conjonctivalisation de la cornée respectant le centre.

alb

a. Cornée dont le limbe est détruit sur toute sa circonférence et qui demeure transparente aprés 4 ans. b. Histologie de la zone prélevée en périphérie de la
cornée. La présence de cellules a mucus (fleche) marquées par le PAS signe la conjonctivalisation de la périphérie de la cornée.

(fig. 1-34) [6] et ne possede pas de cellules @ mucus normale-
ment identifiées par une mucine intracytoplasmique spécifique :
MUC5AC [33, 34]. Les cellules épithéliales de la conjonctive expri-
ment la kératine 19 et la kératine 7 (K7/K16) [35]. Si toutes les
cellules souches de la cornée étaient localisées dans le limbe et
étaient entierement détruites, 1'épithélium conjonctival remplace-
rait celui de la cornée qui perdrait ainsi sa transparence. Le limbe
apparaft donc comme un élément central de régulation de la dif-
férenciation de I'épithélium cornéen. Ce dernier peut se « conjonc-
tivaliser » ou s'épidermiser (fig. 1-35 et 1-36). L'épithélium lim-
bique est capable aussi de donner naissance a des carcinomes
épidermoides et muco-épidermoides (fig. 1-36 et 1-37).

Cornée

K3/K12

JEAVEEES Immunomarquage de I'épithélium cornéen.
L'épithélium de la cornée posséde un marqueur spécifique, la kératine 3 (K3/
K12). Il ne posséde pas de cellules a mucus.

L EREEER Métaplasie épithéliale cornéenne.
a. Conjonctivalisation de la cornée. b. Kératinisation de la cornée. Noter les
squames en surface de la cornée.
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Le limbe est impliqué dans les processus conduisant a la différenciation terminale
normale ou anormale de I'épithélium de la cornée

Métaplasie
L'épithélium de la cornée prend les caractéristiques
biologiques d’un autre tissu sain

Dysplasie
L'épithélium du limbe et/ou de la cornée
perd les caractéristiques biologiques d'un tissu sain

v
’ Conjonctivalisation H

Epidermisation

BN EELN Différenciation de I'épithélium de la cornée.

4
Carcinogenése

La cornée peut se différencier en épithélium de type conjonctival (conjonctivalisation) ou en épiderme. Le limbe et la cornée peuvent aussi subir une carci-

nogenése.

L ANEEYA Carcinome épidermoide du limbe coloré par le rose Bengale.
Noter I'origine limbique de ce carcinome et son extension vers le fornix et
la cornée périphérique.

I Carcinogeneése

Les épithéliomas représentent plus de 80 % des cancers chez
['homme. Le micro-environnement anatomique des cellules épithé-
liales de la cornée jouerait un réle important et toute modification
d‘un ou plusieurs de ses éléments agirait sur leur différenciation
(voir fig. 1-36). Dans chaque tissu, les carcinomes ont une locali-
sation préférentielle. Les épithéliums de transition ou de jonction
sont particulierement exposés au développement de carcinomes.
Une hypothése pour expliquer cela serait qu'a leur niveau deux
micro-environnements se cStoient et les cellules alors soumises a
des stimuli contradictoires pourraient souffrir de dysfonctionne-
ments et favoriser 'apparition de dysplasies et de carcinomes in
situ puis invasifs [36].

La transformation cancéreuse peut aussi s'expliquer par les
différences de vitesse de renouvellement cellulaire. Certains épi-
théliums comme celui de la cornée et de I'intestin gréle ont un

renouvellement tres rapide (moins de 3 jours) et seraient relative-
ment protégés des carcinomes, alors que ceux a renouvellement
lent seraient plus exposés comme dans le célon.

Les épithéliums de jonction sont a cycle lent. Ainsi, les carci-
nomes sont plus fréquents au niveau de la marge palpébrale et du
limbe [37, 38]. De surcroit, ces deux localisations sont plus expo-
sées aux irritations chroniques environnementales et aux rayons
ultraviolets qui constituent un facteur de risque supplémentaire de
cancer.

Carrefour
immunologique

Le limbe est un élément clé pour la défense de la surface oculaire.
Il est riche en vaisseaux et en lymphatiques pouvant transporter in
situ des cellules impliquées dans un processus inflammatoire : mas-
tocytes, polynucléaires, neutrophiles, macrophages, fibroblastes,
lymphocytes et cellules de Langerhans ou cellules dendritiques
présentatrices d‘antigenes. De nombreux lymphocytes CD8 + sont
retrouvés dans 1'épithélium cornéoscléral [39]. Toutes ces cellules
font partie du systeme mucosa-associated lymphoid tissue (MALT).
La conjonctive adjacente est aussi riche en immunoglobulines A,
G et M [40].

En cas de kératite, il se produit une inflammation du limbe avec
dilatation des vaisseaux et diapédeése des cellules inflammatoires
dans I'espace extracellulaire qui migrent dans la cornée normale-
ment avasculaire. Une auto-amplification du processus inflamma-
toire par l'intermédiaire des substances pro-inflammatoires sécré-
tées favorise son extension a |'ensemble de la surface oculaire.
Les antigénes qui sont captés au niveau du limbe sont acheminés
vers les ganglions sous-maxillaires puis vers la rate sans passer
par le foie. L'inflammation peut juguler I'agression sans séquelles
ou le faire au prix de lésions tissulaires avec rupture de I'homéo-
stasie immunitaire physiologique [40]. La réaction inflammatoire
limbique est parfois telle qu'elle se traduit par des accumulations
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macroscopiques cellulaires inflammatoires comme les grains de
Horner-Trantas (lymphocytes et polynucléaires éosinophiles) dans
la kératoconjonctivite vernale. Le cercle périkératique (CPK) est
la rougeur du limbe qui accompagne une kératite. I existe aussi
dans le glaucome aigu et l'uvéite antérieure aigué. Au niveau
du limbe, en effet, le plexus vasculaire conjonctival superficiel
est interconnecté avec le plexus profond dépendant des artéres
ciliaires et situé dans |'uvée antérieure. Le CPK est alors un reflet
indirect d’une inflammation intra-oculaire.

Le limbe joue aussi un role dans le rejet de greffe. Parmi les
facteurs de risque figure la greffe de large diamétre [41]. Lal-
logreffe est en effet plus proche du limbe qui est vascularisé et
héberge des cellules immunocompétentes dont les cellules de Lan-
gerhans. En cas de vascularisation cornéenne et d'inflammation
de la surface oculaire, les cellules immunocompétentes sont plus
nombreuses et le risque de rejet augmente [42].

I Conclusion

La surface oculaire est une entité fonctionnelle complexe compre-
nant un ensemble d'éléments dont le bon fonctionnement permet
de maintenir la transparence de la cornée.

Le limbe fait partie de cette entité qui inclut aussi les pau-
pieres, la conjonctive, le tissu lymphoide conjonctival, la cornée,
les nerfs sensitifs de la cornée, les glandes lacrymales et le film
lacrymal. Il en est un élément clé car il préserve I'avascularité de
la cornée, il est le lieu de résidence de son systeme de défense
contre les agressions microbiennes et c’est par lui que transitent
les nutriments nécessaires au bon fonctionnement de la cornée
périphérique.

Mais sa fonction premiére est le renouvellement de I'épithé-
lium de la cornée, car il hébergerait toutes les cellules souches épi-
théliales de la cornée. Sans elles, la cornée subirait une métaplasie
conjonctivale, dans le cadre pathologique du syndrome d‘insuffi-
sance en cellules souches limbiques.

Connaitre I'anatomie du limbe et ses fonctions est un prérequis
pour tout ophtalmologiste qui souhaite prendre en charge une
reconstruction de la surface oculaire ou traiter une inflammation
chronique responsable d'une conjonctivalisation de la cornée péri-
phérique comme la rosacée oculaire.
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V' — REGULATION IMMUNOLOGIQUE
DE LA SURFACE OCULAIRE
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L'essentiel

Le systeme immunitaire joue un réle fondamental dans la protection des structures complexes et fragiles de la surface oculaire.
Cornée et conjonctive constituent des muqueuses adjacentes, soumises aux mémes stress mais caractérisées par des réponses
immunologiques totalement différentes : autant la conjonctive est hyperréactive sur le mode immuno-inflammatoire, autant
la cornée bénéficie d'un privilege immunitaire et d'une inhibition des réactions inflammatoires qui pourraient I'endommager.
Les réactions immunologiques reposent sur un réseau de cellules inflammatoires extrémement nombreuses, de natures et de
fonctions complémentaires, ainsi que sur une multitude de cytokines et de chimiokines dont le but est de répondre le plus effi-
cacement et le plus rapidement possible aux agressions externes. Une des grandes avancées récentes de |'immunologie oculaire
repose sur la découverte d’un double systeme d‘immunité, innée et acquise, dont les modes de fonctionnement sont complémen-

taires mais également souvent intriqués.

Outre sa fonction de barriére anatomique entre le milieu extérieur
et les structures oculaires internes, la conjonctive possede un réle
protecteur fondamental au sein de la surface oculaire et constitue
ainsi le principal acteur des modes de défense de I'ceil contre
les agressions externes. Elle participe en effet a I"élaboration du
film lacrymal et, par la sécrétion mucinique, concourt directement
a sa qualité. La conjonctive constitue surtout le tissu de protec-
tion inflammatoire et immunologique de la surface oculaire. Trés
vascularisée, connectée au réseau lymphatique, riche en cellules
immunocompétentes interconnectées dans une dynamique per-
manente, des couches les plus superficielles jusqu'aux structures
oculaires les plus profondes, la conjonctive s'oppose en tout point
a sa voisine la cornée, pourtant elle aussi en contact avec le milieu
extérieur. Bien que contigués, la conjonctive et la cornée sont en
effet deux structures trés différentes : la conjonctive possede tous
les éléments pour réagir avec le maximum d'efficacité et de force
en cas d'agression. Cette réactivité trés puissante doit &tre capable,
par l'intermédiaire des vaisseaux limbiques et du film lacrymal, de
protéger la structure noble qu’est la cornée, en éliminant I'agres-
seur le plus rapidement possible. Le maintien de la transparence et
de l'intégrité cornéennes est en effet un enjeu essentiel du dispo-
sitif de défense de la surface oculaire. Autant le réseau immunolo-
gique de la conjonctive est tres développé, autant celui de la cor-
née |'est peu et s'avere méme en partie inhibé dans ses fonctions,
c'est le privilege immunitaire. La réponse immuno-inflammatoire
est en effet une arme redoutable, aux effets pervers lorsqu’elle lese
les structures saines de voisinage.

Le systtme de défense immunitaire de la conjonctive, congu
avant tout pour l'efficacité, est organisé sur plusieurs niveaux en
réseaux de communication complexes, connectés entre eux et avec
le milieu immunitaire général. Il fait appel a tous les types de
systémes de défense immuno-inflammatoire, dans leur immense
subtilité et leur extréme complexité que I'on commence a peine a
appréhender. Des éclaireurs repérent les ennemis, captent ceux qui
sont a leur portée, et appellent en renfort non seulement des sen-
tinelles supplémentaires, mais aussi une armée laissée en réserve,
constituée de cellules phagocytaires, de cellules libérant de mul-
tiples signaux de communication, d’attraction ou d’activation, de
cellules tueuses de tous types, mortelles par une étreinte directe ou

par I'envoi a distance d'armes redoutables, qui tuent ou blessent
I'agresseur, entravent sa progression ou augmentent |'appétit des
phagocytes. Pour finir, les restes de I'intrus sont partagés, digérés,
analysés soigneusement par les vainqueurs, transmis au comman-
dement général pour que soit mémorisé a jamais I'agresseur, et
que la réponse a un nouveau contact détruise et élimine encore
plus rapidement, froidement, méthodiquement et efficacement un
membre de la méme famille qui aurait le malheur de repasser sur
n‘importe quel territoire de I'organisme. Il est vrai que le monde
extérieur n'est pas peuplé que d'amis, et que le nombre et I'effica-
cité des armes des intrus appellent des réponses sans demi-mesure
ni état d'ame, sauf lorsqu'il s'agit de protéger une structure aussi
précieuse que la cornée, si proche et si fragile.

Organisation
anatomique défensive
de la surface oculaire

La cornée et la conjonctive sont exposées de maniére permanente
aux agressions mécaniques, toxiques et microbiennes de I'environ-
nement extérieur. La protection palpébrale et le lavage lacrymal
éliminent la majeure partie des corps étrangers irritants. Lorsque
ces obstacles mécaniques sont franchis, I'épithélium cornéocon-
jonctival constitue alors la derniere barriére avant la pénétration
dans les structures oculaires profondes [1].

m FILM LACRYMAL

Les larmes (voir chapitre 1-) constituent le premier rempart
des défenses de la surface oculaire et concentrent les médiateurs
chimiques libérés au cours des réactions inflammatoires qui s'y
produisent, d‘ou leur grand intérét en immunologie conjoncti-
vale (tableau 1-3). A I'état normal, les défenses lacrymales spéci-
figues sont assurées essentiellement par les IgA sécrétoires (100 a
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Tableau 1-3 — Composition du film lacrymal.

Protéines totales
Principales protéines

Lysozyme 0,7-5,1
Lactoferrine 0,9-2,8
Lipocaline 0,5-1,8
Immunoglobulines

sIgA 0,1-0,6

19G Traces-0,017
IgM 0,002-0,015
Cytokines/facteurs de croissance  Concentration
IL-10t 9,7-12,1 pg/ml
IL-1B 11-15 pg/ml
IL-6 197-256 pg/ml
IL-8 615-848 pg/ml
IL-10 2,7-262,5 pg/ml
TNF-ou 1,5-286
IL-12p70 1,5-286 pg/ml

500 mg/l) qui sont sécrétées par les plasmocytes des glandes
lacrymales et de la conjonctive. Associées en dimeres avec le com-
posant sécrétoire, les IgA tapissent la surface oculaire en se liant
a l'acide sialique du mucus. Elles s'opposent ainsi a |'adhésion
bactérienne et neutralisent certaines toxines et certains virus. On
trouve aussi dans les larmes des 1gG a concentration plus faible
(3 & 10 mgl/l), ainsi que des traces d'IgM, d'IgE, des prostaglan-
dines, des leucotriénes, des interférons et plusieurs constituants du
complément.

Le film lacrymal a aussi un réle :

- de protection mécanique par un effet de lavage lors du lar-
moiement réflexe ;

- chimique antibactérien par la présence de lysozyme, de lacto-
ferrine et de béta-lysine ;

— trophique par sa richesse en facteurs de croissance, notam-
ment en EGF.

Le lysozyme est une enzyme bactériolytique qui rompt les
membranes cellulaires des micro-organismes sensibles, de maniére
similaire a la pénicilline. Il constitue 30 a 40 % de I'ensemble des
protéines lacrymales et sa concentration diminue avec |'dge et au
cours des sécheresses oculaires, ce qui favorise le risque infectieux.
La lactoferrine en se complexant au fer prive les bactéries de cet
élément nutritif essentiel et active les fonctions des lymphocytes
NK (natural killer). Elle joue ainsi un réle primordial de défense
antibactérienne non spécifique. Le mucus constitue aussi par lui-
méme un élément défensif supplémentaire en englobant dans ses
mailles d'éventuelles particules étrangeres, favorisant ainsi leur
élimination mécanique directe vers les culs-de-sac conjonctivaux.
Le réseau mucinique produirait en outre des radicaux libres aux
propriétés bactéricides [2]. Les mucines solubles sont produites par
les mucocytes, de grosses cellules & noyau excentré occupant la
quasi-totalité de I'épaisseur de 1'épithélium (fig. 1-38).

Un autre mode non spécifique de défense de la surface ocu-
laire est constitué par la flore microbienne normale [2]. Celle-ci,
composée essentiellement de Staphylococcus epidermidis, Coryne-
bacterium et Propionibacterium acnes, s'oppose a la prolifération de
germes plus agressifs pour les structures oculaires. Dans certaines
circonstances, |'équilibre microbiologique est rompu et les germes
saprophytes peuvent a leur tour devenir pathogenes.

Electrolytes

Na* 120-165

Cl- 118-135
HCO,- 20-26

Mg+ 0,5-0,9

K+ 20-42

Ca* 0,4-11
Solutés organiques

Glucose 0,1-0,6

Urée 3-6

Lactate 2-5
Pyruvate 0,05-0,015
Autres cytokines

EGF 0,7-9,7 ng/ml
TGF-B 10 ng/ml
IL-4, IL-5 Non détecté

m CONJONCTIVE

L'épithélium conjonctival est composé de cellules épithéliales de
recouvrement et de cellules a mucus essentielles a la composition
du film lacrymal et a la trophicité de la surface oculaire. Sur le plan
immunologique, la conjonctive possede un réseau dense de cellules
immunitaires intra-épithéliales, les cellules dendritiques, dont un
contingent est formé par les cellules de Langerhans. La densité de
celles-ci est estimée de 250 a 300/mm? chez I'homme au niveau de
la conjonctive limbique [1]. Ces cellules, normalement tapies dans
la profondeur des couches épithéliales, émettent des prolongements
fins et multiples, et se déplacent entre les cellules épithéliales en
fonction de I'état inflammatoire local. En cas d‘inflammation de
surface, leur densité augmente considérablement et une impression-
nante migration vers la superficie conjonctivale peut étre observée.
Philipp et al. [3] ont trouvé des densités plus importantes de cel-
lules de Langerhans dans I'épithélium de la conjonctive bulbaire
que dans celui de la conjonctive tarsale. En revanche, au sein de
la conjonctive bulbaire, il n'a pas été noté de différence dans leur
répartition en fonction des zones de prélévement.

Les cellules dendritiques intra-épithéliales, conjonctivales et cor-
néennes, famille a laquelle les cellules de Langerhans appartien-
nent (fig. 1-39 et 1-40), possédent sur leur membrane tous les
éléments immunitaires nécessaires pour capter un antigéne étran-
ger, le phagocyter et le préparer pour qu'il puisse étre reconnu
puis éliminé par les lymphocytes sous-épithéliaux. Les cellules de
Langerhans traversent alors |I'épithélium et présentent |'antigéne
aux lymphocytes qui effectuent et amplifient la réaction immu-
nitaire d'élimination immédiate, et aussi de mémorisation pour
que la réponse soit encore plus rapide et efficace en cas de nou-
velles rencontres. Il y a trés peu d'études sur I'immunophénotype
des cellules dendritiques oculaires humaines [4]. Les cellules de
Langerhans conjonctivales expriment a leur surface des antigénes
de classe Il du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et
I'antigéne CD1a de fagon constitutive, ce qui les rend potentiel-
lement actives immunologiquement [5]. Ces caractéristiques sont
importantes et conditionnent leur capacité a présenter les anti-
geénes, car le processus de traitement antigénique impliquerait la
co-internalisation du CD1a et des molécules de classe Il du CMH.
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m Cellules a mucus conjonctivales (goblet cells).

a. Biopsie conjonctivale montrant de grosses cellules a contenu optique-
ment vide. b. Empreinte conjonctivale aprés coloration en vert des mucines
solubles codées par le géne MUC5AC (coloration rouge des noyaux cellu-
laires). c. Aspect similaire en microscopie confocale in vivo.

LANEEER Cellules dendritiques conjonctivales.
a. Empreinte conjonctivale aprés coloration en vert par un anticorps antivimentine. b. Forte densité en cas de sécheresse oculaire.
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L ANEN Cellules dendritiques cornéennes en microscopie confocale in vivo.
a. Densité normale. b. Cellules dendritiques activées, nombreuses et élargies.

Dans les kératoconjonctivites vernales (KCV), les cellules de Lan-
gerhans expriment B7-2 et non B7-1 pour interagir avec le (D28
des lymphocytes. La voie de costimulation CD28/B7-2 pourrait
induire le développement de la réponse Th2 dans les kératocon-
jonctivites vernales [6]. Outre leur statut immunophénotypique qui
peut varier en fonction du temps ou de I'état inflammatoire local,
les cellules de Langerhans conjonctivales possédent, par rapport
aux autres cellules dendritiques, deux caractéristiques qui leur sont
propres : une activité ATPase positive et la présence de granules de
Birbeck visibles en microscopie électronique dans leur cytoplasme.

L'épithélium conjonctival contient aussi des lymphocytes intra-
épithéliaux (LIE), essentiellement en position basale [7, 8]. Il s'agit
surtout de lymphocytes de type T, majoritairement (D3 +/CD8 +
(rapport CD4/CD8 d’environ 0,3), a l'inverse de la répartition lym-
phocytaire du stroma sous-épithélial. Ces lymphocytes expriment
le CD45RO, caractéristique des cellules a mémoire, et le marqueur
(D103 (human mucosal antigen-1 ou HML-1), intégrine oEB7 expri-
mée par les lymphocytes intra-épithéliaux et les lymphocytes acti-
vés du chorion. Cette intégrine, surexprimée sous |'effet du TGF-B1,
interviendrait dans les phénoménes de recirculation lymphocytaire
jusqu'a I'épithélium et a pour ligand I'E-cadhérine exprimée par les
cellules épithéliales. Il existe également de rares cellules B CD22 +
qui sont plus abondantes dans les follicules lymphoides (voir CALT
ci-aprés), des cellules NK et des lymphocytes T gamma/delta (Ty9).

L'épithélium proprement dit joue également un réle dans le
systeme de défense immunologique de la surface oculaire. En
effet, en cas d'inflammation, les cellules épithéliales surexpriment
I'intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), molécule d‘adhésion,
qui en se liant au lymphocyte function antigens 1 (LFA-1) des lym-
phocytes et des cellules phagocytaires, permet leur migration a
travers |'épithélium. L'interféron gamma (IFN-y) semble induire
cette expression dICAM-1 en cas d'inflammation locale. L'ex-
pression d'ICAM-1 est trés rapide : elle apparait des la trentiéeme
minute apres un test de provocation consistant a instiller un aller-
gene auquel le patient est déja sensibilisé [9].

Les cellules épithéliales activées dans des processus immuno-
inflammatoires, également sous I'effet de I'IFN-y, expriment les
antigénes de classe Il HLA-DR, normalement restreints aux cellules

immunocompétentes. L'expression de ces marqueurs peut étre
analysée et quantifiée sur des biopsies ou des empreintes conjonc-
tivales (fig. 1-41) et constitue un test diagnostique d'inflamma-
tion [10]. Une expression anormale d'antigenes HLA-DR est ainsi
retrouvée au cours du trachome, des syndromes secs, ainsi que
chez les patients glaucomateux multitraités [11-13].

Les cellules épithéliales interviennent directement dans I'immu-
nité innée en sécrétant des chimiokines et des cytokines comme
IL-8, IL-6, TNF-0, IL-1c, 1I-1B [14] et des défensines-B. Ces cyto-
kines jouent probablement un role d'amplification des réactions

I ENEAN Expression anormale d’antigénes de classe Il HLA-DR sur
les cellules épithéliales de la conjonctive.
Cette expression témoigne d’une inflammation locale.



inflammatoires locales. L'IL-1, I'ILl-6 ou I'IlL-8 sont présentes a
['état normal dans les cellules épithéliales, et leur syntheése est
augmentée en cas d'inflammation, au cours des sécheresses ocu-
laires séveres ou chez les patients glaucomateux traités au long
cours [13]. L'épithélium possede enfin des récepteurs de type H1
pour I'histamine, dont I'activation entraine la libération de cyto-
kines inflammatoires [15].

L'épithélium conjonctival constitue en outre un enjeu crois-
sant dans |'étude de la physiopathologie de l'allergie oculaire et
pourrait représenter dans l'avenir une cible thérapeutique [16].
Les cellules épithéliales synthétisent des variétés de cytokines dif-
férentes en fonction des pathologies allergiques. En effet, I'IL-3
est retrouvée dans les kératoconjonctivites vernales (KCV) et ato-
piques (KCA), alors que I'lL-8 est retrouvée dans les conjonctivites
gigantopapillaires (CGP). RANTES (regulated on activation, normal
T cell expressed and secreted) et GM-CSF (granulocyte macrophage-
colony stimulating factor) sont quant a eux exprimés dans ces trois
pathologies [1]. Une étude a montré I'expression de I'lFN-y, d'IL-
10 et d'IL-13 dans les KCA, et d'IL-4 et d'IL-5 dans les KCV, ce
qui suggére le caractére immunologique Th2 des KCV et Th1 des
KCA [17]. L'IL-8 semble également jouer un rdle majeur dans les
KCV pour le recrutement des neutrophiles, des éosinophiles et
dans la pathogénie des lésions cornéennes. L'IFN-y est un acteur
essentiel de la réponse inflammatoire & sa phase d‘induction dans
les conjonctivites allergiques car I'utilisation d'anticorps anti-IFN-y
diminue l'infiltration d‘éosinophiles conjonctivaux [18]. CCR4 et
plus faiblement HLA-DR [19] sont exprimés sur les cellules épithé-
liales conjonctivales dans les pathologies allergiques Th2 de sur-
face telles que les KCV et les CGP, alors que CCR5 associé au Th
n'est pas retrouvé.

E STROMA CONJONCTIVAL ET CALT
(CONJUNCTIVA-ASSOCIATED LYMPHOID
TISSUE)

Le tissu conjonctif sous-épithélial ou substantia propria est le siege
de véritables nappes de cellules immunitaires, prédominant au
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niveau des culs-de-sac ou elles s'organisent inconstamment en
follicules. Ce tissu contient environ 10 0000 lymphocytes, entre
20 000 et 40 000 plasmocytes et 5 000 mastocytes/mm? [1]. Il
possede peu de polynucléaires, sauf en cas d‘agression micro-
bienne, et d'assez rares macrophages. Le drainage lymphatique
s'effectue vers les ganglions prétragiens qui mettent en communi-
cation les cellules immunitaires oculaires avec les autres structures
immunologiques de I'organisme.

La glande lacrymale et la conjonctive bénéficient du phéno-
mene de recirculation des lymphocytes, activés au niveau d'un
des sites du MALT (mucosa-associated lymphoid tissue), générale-
ment digestif, migrant dans les ganglions régionaux, puis dans
la circulation sanguine, avant de se répartir dans I'ensemble des
mugqueuses. Des plasmocytes sécréteurs d'IgA spécifiques des
antigénes rencontrés dans une des autres mugqueuses sont donc
présents dans la glande lacrymale et la substantia propria de la
conjonctive [1]. A I'inverse, les autres mugueuses peuvent béné-
ficier d’une immunisation survenue au niveau de la mugqueuse
conjonctivale.

En revanche, I'existence d'un CALT structuré est discutée chez
['homme. Si les lymphocytes sont nombreux dans la substan-
tia propria conjonctivale, les agrégats lymphocytaires spécialisés
sont inconstants. La conjonctive du poulet, du lapin, du rat ou
du cobaye présente en effet un CALT bien développé (fig. 1-42),
mais cette organisation n’est retrouvée chez I'homme que dans
environ 30 % des cas. Le tissu lymphoide semble plus important
dans la conjonctive palpébrale que dans la conjonctive bulbaire,
et prédomine en paupiere supérieure [20]. Le tissu lymphoide est
composé de lymphocytes et de plasmocytes sécrétant en majorité
des IgA s'organisant en une couche fine dans la lamina propria.
Dans certains cas, des follicules de lymphocytes sont individuali-
sés au sein de cette fine couche, essentiellement dans les culs-de-
sac conjonctivaux. Les lymphocytes B se concentrent au centre de
ces follicules, alors que les lymphocytes T s‘accumulent dans la
périphérie. En cas d'activation inflammatoire, la densité cellulaire
augmente considérablement, tant en périphérie que dans le folli-
cule (fig. 1-43). Les cryptes conjonctivales et la voie de drainage

BN E PN Images de CALT au niveau de la conjonctive palpébrale d’un lapin normal prises en microscopie confocale in vivo a différentes pro-

fondeurs.
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BN EEN Images de CALT en présence d’un agent toxique, le chlorure de benzalkonium (BAK), prises en microscopie confocale in vivo sur des

modéles de lapins a différents temps d’exposition.

lymphatique contiennent également ce tissu lymphoide. Les amas
lymphocytaires, lorsqu'ils sont organisés en follicules lymphoides,
sont recouverts d'un épithélium modifié. Les cellules épithéliales
y sont plates et allongées, avec des microvillosités et des micro-
plis, semblables aux cellules épithéliales associées aux follicules
retrouvées dans les autres MALT, appelées cellules M [21]. Elles
interviennent directement dans la présentation antigénique. Quelle
qu'en soit la disposition, le systéme immunitaire conjonctival est
riche en lymphocytes, essentiellement de type T (CD3 +), avec un
rapport C4/CD8 situé entre 1,3 et 2, contrairement a la répartition
lymphocytaire intra-épithéliale. Les cellules B, CD22+, sont fré-
quentes dans les follicules lymphoides.

La conjonctive profonde contient, comme I"épithélium, des cel-
lules dendritiques présentatrices de |'antigéne. Par contraste avec
les cellules de Langerhans intra-épithéliales, les cellules dendri-
tiques du stroma de la conjonctive bulbaire sont plus fréquem-
ment situées dans le quadrant nasal et supérieur. Cette différence
est probablement en relation avec une charge antigénique plus
importante a ce niveau, qui correspond au chemin emprunté par
les larmes lors de leur drainage. De telles variations géographiques
dans la répartition des cellules dendritiques et des cellules immu-
nocompétentes en général pourraient étre en cause dans certaines
pathologies conjonctivales comme le ptérygion ou la pinguécula
qui apparaissent plus fréquemment dans le quadrant nasal.

® LYMPHOCYTES CONJONCTIVAUX

Les lymphocytes T constituent un groupe hétérogéne, possédant
de multiples fonctions, facilitatrices, cytotoxiques ou suppressives.
On peut les répartir en fonction des marqueurs membranaires
qu'ils portent, grace a l'utilisation d'anticorps spécifiques : cette
identification constitue la technique du typage lymphocytaire. Des
études immunophénotypiques et fonctionnelles ont révélé que les
lymphocytes T se répartissaient en deux populations, auxiliaires
(CD4 +) et suppresseurs (CD8 +), au sein desquelles pouvaient étre
distinguées des sous-populations fonctionnelles supplémentaires
(cellules naives, cellules & mémoire, etc.). La caractérisation des
lymphocytes de type auxiliaire (CD4+) ou T helper (Th) a permis

de découvrir parmi ceux-ci des sous-populations fonctionnelles
distinctes, se différenciant non par des marqueurs membranaires,
mais par les médiateurs qu’elles produisent et les réactions immu-
nitaires qu‘elles entrafnent.

Ces lymphocytes CD4+ sont les acteurs principaux dans les
conjonctivites allergiques. Le role des lymphocytes CD8 + est mal
connu mais il semble qu'ils pourraient promouvoir la phase d'in-
duction dans les conjonctivites allergiques, alors qu’ils en diminue-
raient la phase effectrice [22]. La réponse immunitaire nécessite
une coordination parfaite entre les cellules détectrices et effectrices.
Les lymphocytes CD4+ jouent un role central dans la protection
immunitaire : naifs au départ (ThO), ils peuvent se différencier en
quatre types de lymphocytes Th (Th1, Th2, Th17, Treg) suivant les
signaux recus lors de leur interaction initiale avec I'antigene ou
évoluer vers la lignée des lymphocytes T régulateurs (Treg) ayant
des fonctions immunomodulatrices (fig. 1-44) [23-25].

LYMPHOCYTES TH1

Les lymphocytes Th1 jouent un réle dans la réponse immunitaire
contre les pathogenes intracellulaires via leur interaction avec les
macrophages principalement. Les lymphocytes Th1 produisent
des cytokines qui activent les macrophages, stimulent la sécré-
tion d'immunoglobulines de type A et G par les lymphocytes B
et orientent les réactions inflammatoires vers des mécanismes
d’hypersensibilité de type retardée. La voie Th1 amplifie le pou-
voir cytotoxique des macrophages et induit la prolifération des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Elle s'oppose a la voie Th2
qu’elle inhibe. Les cellules Th1 expriment préférentiellement & leur
surface des récepteurs de chimiokines : CXCR3 et CCR5 dont les
chimiokines correspondantes sont IP-10, Mig, I-TAC pour CXCR3 et
MIP-1o, MIP-1B et RANTES pour CCR5 [25]. De nouvelles théories
donneraient aussi un réle important a I'IL-17 et les lymphocytes
Th17 seraient en fait les vrais effecteurs de cette réaction, le sys-
téme Th1 étant un mode de réaction a I'action de I'IL-17 [26, 27].

La différenciation en Th1 dépend des propriétés de I'antigéne
(forte affinité pour les récepteurs des lymphocytes, quantité impor-
tante d'antigéne et présence de répétitions de motifs cytidine—
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I ANELZS Différenciation des lymphocytes CD4 en fonction des cytokines auxquelles ils sont soumis.

phosphate—guanosine dans I'antigéne bactérien). Les principales
cytokines intervenant dans les réactions de type Th1 sont IIL-2,
I'IL-12, I'lIFN-y et les TNF. Comme les lymphocytes NK et les lym-
phocytes cytotoxiques, les lymphocytes Th1 synthétisent I'IFN-y
qui, lors de I'activation des macrophages, augmente leur activité
microbicide. Cette cytokine est impliquée dans une variété de
fonctions immunitaires, dont le recrutement et la différenciation
des cellules CD4 + naives qui, une fois différenciées en Th1, vont
elles aussi produire de I'IFN-y et activer des NK et des lympho-
cytes cytotoxiques. La production d’IFN-y a un effet amplificateur
car elle induit la production d'IL-12 par les cellules dendritiques
(CD) et les macrophages ainsi que I'expression du récepteur a I'IL-
12 sur les lymphocytes Th1 ce qui stimule ainsi, via un rétrocon-
trole positif, la production d'IFN-y par ces mémes lymphocytes.
Ainsi, des chimiokines peuvent aussi moduler le développement
de la réponse immunitaire Th1. Les autres cytokines intervenant
dans les réactions de type Th1 sont le TNF-o, I'IL-2 et I'IL-12 [23].
Les lymphocytes Th1 expriment préférentiellement a leur surface
des récepteurs de chimiokines CXCR3 et CCR5, qui peuvent ser-
vir a leur détection, et le facteur de transcription T-bet, principal
facteur de transcription régulant la différenciation de Th1 aussi
exprimé par les lymphocytes Th17 [26]. Ces lymphocytes sont pro-
inflammatoires et peuvent étre impliqués dans la pathogenése et
I'entretien de certaines maladies auto-immunes.

De nombreuses études montrent I'implication de la voie Th1
dans la sécheresse oculaire. Un taux élevé d'IFN-y dans les larmes
et la conjonctive est observé chez des patients atteints de séche-
resse oculaire ainsi que dans des modéles murins [28-31] et ce
taux est corrélé avec la sévérité de la maladie [32]. De plus, les
récepteurs de chimiokines associés au Th1 (CCR5 et CXCR3) et
leurs ligands apparentés (CCL5, CXCL10, CXCL9 et CXCL11) sont
également exprimés sur les cellules CD4+ dans les tissus de la
surface oculaire et les larmes des modéles animaux et des patients
atteints de sécheresse oculaire [33-36].

La kératoconjonctivite séche est I'exemple type de I'inflamma-
tion oculaire de type Th1 avec une présence importante d'IFN-y
dans les tissus inflammatoires et de CCR5 sur les cellules épithé-
liales conjonctivales [19, 37]. Au cours d’expériences menées sur
la sécheresse oculaire induite par un stress dessicatif, plusieurs
phénomenes corrélés avec I'infiltration de cellules Th1 ont pu étre
observés : une augmentation de la production de cytokines, une
augmentation de I'apoptose des cellules épithéliales, une diminu-
tion de la densité des mucocytes, une modification des mucines et
une métaplasie squameuse [34, 38, 39]. D'autres expériences ont
révélé que cette pathologie était médiée par I'lFN-y confirmant
que cette cytokine est une cible thérapeutique pertinente pour
traiter la kératoconjonctivite seche [30, 40].

LYMPHOCYTES TH2

Les lymphocytes Th2 jouent un réle dans la défense contre les
pathogénes extracellulaires et interviennent directement dans les
réactions de défense antiparasitaire mais ils possedent aussi un
role dans les réactions d'allergie. La voie Th2 favorise le systeme
immunitaire a médiation humorale via la stimulation de la proli-
fération des lymphocytes B. Elle induit également la commutation
de classe des anticorps et I'augmentation de la production d’anti-
corps neutralisants. Les lymphocytes Th2 favorisent essentiellement
le recrutement et la différenciation des mastocytes et des éosino-
philes, ainsi que la production d’IgE.

Les cytokines qui interviennent dans ces réactions sont surtout
les interleukines IL-3, 4, 5 et 13 et le GM-CSF. L'IL-4 est un facteur
clé dans l'activation des Th2. LIL-3 stimule les mastocytes, I'IL-5
favorise l'activation et la sécrétion d'immunoglobulines par les
lymphocytes B ainsi que l'activation des éosinophiles [41]. A leur
tour, ces cellules activées vont libérer les IL-3 et IL-4 et amplifier
la réponse immunitaire Th2. Les cellules Th2 expriment a leur sur-
face les récepteurs de chimiokines CCR3 et CCR4 dont les chimio-




Les bases

kines correspondantes sont : éotaxine, RANTES, MCP-2 (monocyte
chemoattractant protein 2), 3 et 4 pour CCR3; TARC (thymus and
activation-regulated chemokine) et MDC (macrophage-derived chemo-
kine) pour CCR4 [26].

Les Th2 interviennent ainsi directement dans les réactions d'al-
lergie et de défense antiparasitaire. Or, les lymphocytes T « naifs »,
avant d'étre en contact avec I'antigéne, ont un profil indifférencié,
potentiellement aussi bien Th1 que Th2. Certains éléments inter-
viennent donc, lors du contact initial avec I'antigéne, pour déclen-
cher une réaction dans I'une ou l'autre direction.

La différenciation en lymphocyte Th2 est aussi privilégiée par
certaines propriétés de I'antigéne (faible affinité de l'antigéne a
son récepteur lymphocytaire, faible quantité d'antigéne) et par les
prédispositions génétiques du sujet a induire une réponse Th2.
L'IL-4 ainsi que I'lL-13 favorisent la commutation de classe des
Ig vers les IgE par les lymphocytes B [23], cette synthese d'IgE
elle-méme favorisant la libération d’histamine par les mastocytes.
L'IL-13 est la cytokine prédominante du systéme Th2 sur la surface
oculaire normale. Elle semble avoir une fonction dans le maintien
homéostatique en maintenant la sécrétion de mucus par les muco-
cytes de la conjonctive. Les récepteurs a I'IL-4 et a I'IL-13 sont pré-
sents dans I'épithélium conjonctival [42]. De plus, ces deux cyto-
kines ainsi que I'IL-5 ont été détectées dans les larmes humaines
et/ou de souris [29, 43].

L'allergie oculaire, notamment dans le cas de la KCV, est
I'exemple type d'inflammation oculaire de type Th2, au niveau
des cytokines, des chimiokines, des récepteurs de chimiokines et
des toll-like receptors ou TLR [17, 19]. Il existe classiquement une
inhibition réciproque des deux systémes Th1 et Th2 : I'IFN-y pro-
duit par les lymphocytes Th1 bloque les réactions Th2 et réduit la
sécrétion d'IgE. A l'inverse, I'IL-10, sécrétée par les lymphocytes
Th2, inhibe la synthese d’IFN-y, diminue la densité d'antigénes de
classe 11 sur les cellules présentatrices et réduit ainsi la stimulation
des Th1.

LYMPHOCYTES TH17

Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans la réponse précoce a de
nombreux agents pathogénes extracellulaires, y compris les bacté-
ries et les champignons, et ont été trouvés comme étant impliqués
dans l'auto-immunité et l'inflammation des tissus. Le TGF-B ainsi
que I'lL-6, I'IL-21 et I'IL-23 sont impliqués dans la différenciation
des lymphocytes auxiliaires naifs (ThO) en lymphocytes Th17 [44].
Les Th17 sont dotés d'une remarquable plasticité en se retrans-
formant rapidement en Th1. Ils peuvent aussi étre stabilisés par
I'IL-23 qui leur confere des fonctions effectrices pathogéniques
caractérisées par la production d‘IL-17 et d'IFN-y [45]. lls sécrétent
de I'lL-17 (17a et 17f), qui induit la production de molécules pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8, métalloprotéinases ou MMP), recrute les
neutrophiles [46], notamment durant les réponses immunitaires
contre les bactéries extracellulaires et les champignons, et peut
participer & I'induction de maladies auto-immunes spécifiques
d'organes. Les lymphocytes Th17 produisent également de I'lL-21
et de I'IL-22. L'IL-21 est un facteur stimulant de la différenciation
en Th17 et sert ainsi de rétrocontrole positif amplifiant la différen-
ciation en Th17.

Le récepteur de I'lL-17 est détecté dans I'épithélium de la cornée
et de la conjonctive [27, 47]. Le role potentiel des lymphocytes
Th17 dans la sécheresse oculaire a été beaucoup étudié récemment,
via I'étude de I'lL-17 et de CCL-20, le ligand connu de CCR6. Le
traitement de la sécheresse oculaire expérimentale avec un anticorps
anti-CCL-20 a diminué de maniére significative la coloration de
la cornée a la fluorescéine, I'infiltration de la conjonctive par des
cellules I1L-17a+, I'expression des cytokines inflammatoires et des
MMP dans la conjonctive [48]. Des modéles murins de sécheresse

oculaire montrent que I'IL-17 stimule la production de MMP-3 et
MMP-9 contribuant a la perturbation de la fonction de la barriere
épithéliale de la cornée. Des études récentes ont montré que la
neutralisation de I'lL-17 par des anticorps a amélioré la barriére cor-
néenne chez ce type de souris et a diminué |'expression de transcrits
mRNA de MMP-3 et 9 dans I'épithélium de la cornée ou dans la
conjonctive [48, 49]. De nouvelles stratégies thérapeutiques visant a
inhiber la migration des cellules Th17 + CCR6 + & la surface oculaire
ou la production d’IL-17 diminuent la gravité de la maladie de I'ceil
sec dans des modéles animaux de la sécheresse oculaire [49]. Il a
été aussi montré que I'lL-17 et les Th17 participent a la pathogénie
de la kératite stromale lors des infections a herpes simplex virus-1
(HSV-1) [47].

LYMPHOCYTES TREG

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont, comme leur nom ['in-
dique, des régulateurs des réponses immunitaires et interagissent
avec les cellules T et les cellules présentatrices de |'antigéne. s
participent a la tolérance immunitaire via leur action immunosup-
pressive qui régule les lymphocytes T effecteurs. Il existe plusieurs
types de lymphocytes T capables d'exercer une activité suppressive
ou régulatrice mais les Treg CD4+ (D25 + qui expriment le facteur
de transcription FoxP3 (forkhead box P3) sont considérés comme des
Treg « professionnels » & action suppressive [50]. Ces Treg compren-
nent deux sous-populations : les Treg naturels (nTreg) du thymus,
les Treg induits (iTreg) en périphérie sous |'effet de IL-2 et de TGF-B
ou aprés contact antigénique. lls expriment différents récepteurs
de chimiokines et des molécules d‘adhésion leur permettant de se
loger dans des organes lymphoides secondaires, par le phénoméne
de homing, sous la dépendance de CCR7 [51] ou ils réduisent la
stimulation des cellules T naives, ou dans les sites inflammatoires
controlés par la présence de l'intégrine oEB7 (CD103) [52] ou ils
atténuent la fonction effectrice des cellules T. Les mécanismes par
lesquels ils inhibent les réponses des autres lymphocytes T CD4 +
et (D8 + sont encore peu connus, mais la sécrétion de cytokines
suppressives (IL-10, TGF-B ou IL-35) en fait partie. Le TGF-B joue un
role majeur dans la différenciation des lymphocytes (D4 + naifs en
lymphocytes Treg et est nécessaire a la survie et au fonctionnement
de ces lymphocytes, tout comme I'IL-2.

Les Treg sont essentiels pour la tolérance aux antigénes du soi
possédant un récepteur TCR (T cell receptor) spécifique des auto-
antigénes ; ils régulent les réponses immunitaires, luttent contre
I'auto-immunité [45] et jouent ainsi un réle lors des rejets de greffe.
Ce role est actuellement a I'étude dans les greffes de cornées allo-
géniques de souris ou il a été montré qu'un traitement avec un
anticorps monoclonal anti-CD40 ligand favorisait la présence de
Treg au détriment de celle de lymphocytes inflammatoires Th1 [53].
Par ailleurs, I'existence d'un dysfonctionnement des cellules Treg a
été montrée dans un modele murin de sécheresse oculaire [27, 38,
50]. Le role des Treg dans les pathologies de la surface oculaire est
encore mal connu, mais augmenter le nombre de lymphocytes Treg
ou augmenter leur fonction suppressive semble un axe de recherche
intéressant pour traiter les maladies auto-immunes, donc potentielle-
ment la sécheresse oculaire liée au syndrome de Gougerot-Sjogren.
Une telle stratégie semble possible pharmacologiquement puisque
Keino a montré récemment que le métabolite de la vitamine A,
I'acide tout-trans rétinoique (ATRA) en synergie avec le TGF-B indui-
rait des FoxP3+ Treg et inhiberait le développement des lympho-
cytes Th17, induit par TGF et IL-6 [54].

LYMPHOCYTES T GAMMA/DELTA

Une autre sous-population de cellules T, les cellules T gamma/delta
(v3), présentant un TCR différent de celui des cellules T alpha/béta



(of) et beaucoup moins nombreuses que ces derniéres, a été mise
en évidence. Elles ont une prédilection pour les sites épithéliaux.
Il semble que, dans cette forme, le lymphocyte ait la possibilité
de diminuer localement les réponses immunitaires indésirables.
Ces cellules n‘ont besoin ni que I'antigene soit processé ni qu'il
leur soit présenté par une molécule du CMH. Elles ont une action
cytotoxique par l'intermédiaire des systémes perforine/granzyme
et Fas/FasL et jouent un role dans des inflammations oculaires
séveres comme la pemphigoide cicatricielle ou le syndrome de
Stevens-Johnson [55].

COMPLEXITE DES SYSTEMES

L'étude des voies d'inflammation Th1 et Th2 semble cruciale pour
la compréhension des mécanismes mis en jeu dans les pathologies
de la surface oculaire. Les intrications des systéemes Th1 et Th2
pour réguler la production de cytokines sont complexes et leur
antagonisme semble remis en cause. En effet, dans les conjonc-
tivites allergiques, il a été retrouvé de I'IFN-y dans les KCA, qui
suggérerait une participation de Th1 dans les mécanismes immu-
nitaires [17]. Le rejet de greffe de cornée, considéré classiquement
comme une stimulation de type Th1, est favorisé sur les terrains
atopiques prédisposés au mécanisme de type Th2 [56]. Dans un
modele expérimental d'allergie oculaire, I'IFN-y est retrouvé et
pourrait jouer un réle majeur inattendu dans la physiopathologie
d’une inflammation considérée Th2 par le recrutement des neutro-
philes et éosinophiles [18]. Au cours de kératites stromales dues au
virus HSV-1, il a été montré que des cellules de I'immunité innée,
notamment des lymphocytes Ty, étaient les principales sources
d'IL-17 t6t lors de I'infection, relayés ensuite par les Th17 infiltrant
secondairement la cornée apres l'arrivée des Th1 et ceci en fonc-
tion de I'environnement local en cytokines et chimiokines [47].

B MASTOCYTES CONJONCTIVAUX

Les mastocytes interviennent a différents niveaux de la réaction
inflammatoire, au-dela des réactions allergiques proprement dites
(fig. 1-45). On différencie deux types de mastocytes :

— les mastocytes du tissu conjonctif (MCTC), contenant de la
chymase et de la tryptase, considérés comme non immuns, impli-
qués dans l'angiogenese et le remodelage des tissus, retrouvés
dans le tissu conjonctif du chorion, dans la substantia propria,
essentiellement en localisation périvasculaire ;

- les mastocytes muqueux (MCM), cellules reliées au systeme
immunitaire, présentes dans le chorion superficiel, 1’épithélium et
les follicules lymphoides, et qui ne contiennent que de la tryptase.

WEAEER Coloration immuno-histologique de mastocytes conjoncti-
vaux par un anticorps anti-tryptase.
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La majorité (97 %) des cellules mastocytaires de la conjonctive
humaine normale est constituée de MCTC, tandis que les MCM
sont plutdt retrouvés dans le tractus gastro-intestinal. Chez le rat,
les mastocytes sont essentiellement présents a proximité du bord
des paupiéres (10 000 a 12 000 cellules/mm?), du limbe (3 400 a
4 800 cellulessrmm?3) et sont beaucoup plus rares dans le reste de
la conjonctive (500 a 1000/mm?) [1].

Dans des pathologies comme la conjonctivite gigantopapil-
laire, secondaire au port de lentilles de contact, ou la conjonc-
tivite vernale, la proportion de mastocytes de tissu muqueux est
augmentée (20 %) par rapport a la population mastocytaire nor-
male habituelle. Dans les conjonctivites allergiques saisonniéres,
le nombre des mastocytes dans la substantia propria est égale-
ment augmenté avec une hausse du taux de mastocytes muqueux
par rapport aux mastocytes conjonctifs [57]. Dans les KCA, les
pemphigoides oculaires cicatricielles et les syndromes de Stevens-
Johnson, le nombre de mastocytes conjonctivaux est également
augmenté par rapport aux sujets normaux avec une hausse du
nombre de mastocytes conjonctifs et muqueux, variable en fonc-
tion des pathologies.

Les mastocytes conjonctivaux sécrétent des cytokines telles
que IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-o et SCF ou stem cell factor
(ligand du récepteur tyrosine kinase, c-kit ou CD117). Leur répar-
tition est différente selon le type de mastocytes : IL-4 et IL-13
pour les MCTC et IL-5 et IL-6 pour les MCM. Cette différence
confirme la répartition de fonctions spécifiques pour ces deux
types de mastocytes [58]. Les mastocytes présentent des récep-
teurs membranaires (ICAM-1, c-kit, FceRI, récepteurs a IgE) dont
I'expression est modulée par TNF-o. et IL-4. Le TNF-o synthétisé
par les mastocytes induit une augmentation d'ICAM-1 a la sur-
face des cellules épithéliales conjonctivales. Les mastocytes expri-
ment également des récepteurs pour de nombreuses chimiokines
(CCL2, CCL3, CCL5 et CCL11) qui vont les activer [59]. Les mas-
tocytes conjonctivaux expriment ainsi les récepteurs CCR1, CCR2,
CCR3, CCR5 et CXCR3. La chimiokine CCL3 (MIP-1a), trouvée
fortement augmentée dans un modéle murin de conjonctivite
allergique apres exposition a I'antigéne, stimule la dégranulation
dépendante des IgE et la production de cytokines et de chimio-
kines par les mastocytes.

Les mastocytes peuvent présenter deux modes de dégranula-
tion : l'un, rapide, lié a I'agrégation des IgE de surface et corres-
pondant a la réaction anaphylactique ; I'autre plus lent, appelé
peace meal degranulation, mal connu mais intervenant dans dif-
férentes pathologies inflammatoires. Ils sont en outre particulié-
rement sensibles a des stimuli mécaniques non immuns comme
le frottement des yeux. La dégranulation mastocytaire entraine
alors une infiltration de polynucléaires neutrophiles en quelques
heures suivie d'une élévation du nombre des macrophages entre
8 et 24 heures. La cascade des médiateurs inflammatoires libérés
par la dégranulation mastocytaire joue un réle a long terme lors
d'irritations mécaniques a répétition, comme le port de lentilles
de contact ou le grattage par les mains et les doigts. Les conjonc-
tivites papillaires, dans ces cas, sont notamment caractérisées par
une infiltration de lymphocytes, de macrophages, d‘éosinophiles
et de polynucléaires. L'activation mastocytaire induit la phase
précoce de la réaction allergique mais augmente également la
phase tardive dans les blépharoconjonctivites expérimentales
immunes.

m EOSINOPHILES CONJONCTIVAUX

Linfiltration d'éosinophiles dans la conjonctive est caractéris-
tique des pathologies oculaires allergiques. Dans les pathologies
conjonctivales allergiques telles que la KCV, la KCA et la CGP, une
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infiltration conjonctivale éosinophilique majeure est retrouvée par
rapport aux sujets sains [1]. De trés nombreuses cytokines sont
synthétisées par les éosinophiles et peuvent moduler leur activité
et leur fonction. Ces cytokines sont synthétisées différemment par
les éosinophiles en fonction des pathologies allergiques. RANTES,
TGF-B, TNF-a,, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 et IL-8 sont synthétisés avec un
taux moindre dans les CGP que dans les KCV et KCA. Des anti-
genes de surface comme CD4, HLA-DR, ICAM-1, IL-2R ont été
retrouvés sur les éosinophiles conjonctivaux dans ces trois patho-
logies allergiques avec une nette prédominance dans les KCV et
KCA par rapport aux CGP. Cette activation particuliere des éosi-
nophiles dans les KCV et KCA pourrait expliquer les atteintes cor-
néennes cliniques, absentes dans les CGP. De plus, les protéines
éosinophiliques sont cytotoxiques pour les cellules épithéliales cor-
néennes [60]. Les éosinophiles jouent donc probablement un réle
central dans le développement des lésions cornéennes dans les
conjonctivites allergiques.

®E MACROPHAGES CONJONCTIVAUX

Les macrophages peuvent exprimer des antigenes de classe I
et, de fagon modérée, la molécule CD1a, jouant ainsi un réle
dans la présentation d'antigénes. Les macrophages semblent étre
les principales cellules présentatrices d'antigéne dans les blé-
pharoconjonctivites expérimentales [61]. Au niveau oculaire, les
macrophages jouent un réle dans le maintien et la poursuite des
cascades inflammatoires conjonctivales. Des infiltrats de macro-
phages conjonctivaux sont retrouvés dans diverses affections
conjonctivales aigués ou chroniques comme la pemphigoide ocu-
laire cicatricielle ou lors de sécheresses oculaires induites apres
une réaction du greffon contre I'h6te [62]. Une élévation de MIF
(macrophage migration inhibitory factor) qui favorise l'infiltration
de macrophages a été retrouvée dans les pemphigoides oculaires
cicatricielles [63].

Immunité innée
et Immunité acquise

Le terme « immunité » vient du latin immunis qui signifie « protégé
de » et qui correspond & tout ce que met en ceuvre un systeme
organisé pour lutter et résister & des agents agressifs, toxiques
ou infectieux. Le systéme immunitaire constitue une organisation
de défense remarquable chez de nombreux organismes comme
les mammiferes, les insectes ou méme les plantes. Mais la forme
la plus évoluée est retrouvée chez les vertébrés supérieurs. L'ceil
est un organe en contact avec le milieu extérieur, responsable
d'une des fonctions les plus importantes, la vue, dont la qualité
dépend de I'efficacité de ce systeme de défense. L'immunité de
I'ceil rassemble un ensemble de moyens (organes, tissus, cellules et
molécules) permettant de répondre rapidement, de facon souvent
spécifique et efficace contre de nombreuses agressions et agents
pathogenes tels que virus, bactéries, parasites, champignons etc.

Il existe deux grands volets a la réponse immunitaire
(tableau 1-4) :

— lors de la rencontre d'un pathogene, des réponses peu spéci-
figues aux pathogénes sont rapidement mises en ceuvre et consti-
tuent I'immunité innée ou naturelle ;

— des réponses plus tardives et trés spécifiques sont également
mises en jeu et constituent I'immunité acquise ou adaptative.

Mais ces systemes ne sont pas totalement étanches et lors des
réponses immunitaires, les réponses innée et acquise collaborent
souvent, se déléguant et se partageant les taches.

L'immunité innée/naturelle est le premier systéeme de défense
qui permet a un organisme de lutter contre des substances nocives
ou irritatives. Elle correspond a une réponse rapide mais n'évo-
lue pas avec le temps. L'immunité naturelle est efficace contre les
bactéries dont des constituants de surface communs sont restés

Tableau 1-4 — Différences entre immunité innée et immunité acquise.

_ Immunité innée Immunité adaptative

Cellules capables d’'attaquer Nombre important
le pathogéne
Vitesse Immédiate
Spécificité d'antigénes Non spécifique
Mémoire immunitaire

primaire et secondaire

Cellules impliquées

éosinophiles, cellules NK

Les plaquettes, les lymphocytes et les cellules

Pas de mémoire, pas de différence entre réponses

Phagocytes (monocytes, macrophages
et polynucléaires neutrophiles), polynucléaires

Nombre trés faible de cellules spécifiques
du pathogéne

Retardée

Spécifique

Mémoire immunitaire, réponse secondaire plus
rapide et plus efficace

Lymphocytes :
-B

— T CD4+ : TH1, TH2, TH3, TH17, TR1, Treg
- T CD8+ : CTL

endothéliales participent par la production

de cytokines et des médiateurs lipidiques
- Pattern-recognition receptors (PRR)

Récepteurs impliqués
— Récepteurs du complément
— Récepteurs au mannose
— Lectines de type C
— Toll-like receptors (TLR)
- CD14

Peptides associés aux molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | ou Il exprimées
a la surface de cellules « présentatrices »

— Nalp-like receptors (NLR), oligomérisation
de nucléotide (nucleotide-binding oligomerization

domain [NOD])
- Intégrines
— Sélectine

Mécanismes des réactions

Les cellules immunitaires expriment des récepteurs
spécialisés se liant a différents composés bactériens

— Cytotoxicité

— Induction d’'apoptose

— Aide a la production d’'anticorps et de cellules
cytotoxiques

— Activation de macrophages

— Production d’'anticorps

— Sécrétion de cytokines, chimiokines



constants au cours de I'évolution. Ces éléments structuraux sont
conservés chez un grand nombre de bactéries différentes et des
récepteurs a ces composants, les pattern-recognition receptors (PRR),
sont présents essentiellement & la surface des cellules phagocy-
taires. Ces PRR reconnaissent des motifs moléculaires conservés a
la surface de nombreux pathogénes : c'est pourquoi on dit que
cette immunité est non spécifique. Un des mécanismes clés de
cette immunité est la reconnaissance du lipopolysaccharide (LPS),
constituant principal de la paroi des bactéries a Gram négatif, et
constamment produit dans I'environnement pendant la vie et la
mort de la bactérie. Le systtme immunitaire est trés réactif aux
infections bactériennes, et quelques molécules d'origine bacté-
rienne suffisent a initier des réponses inflammatoires. Le TNF-o.
est une des plus importantes cytokines stimulées par le LPS et
joue un réle important dans la défense contre de multiples agents
pathogenes bactériens, viraux et fongiques en participant a de
nombreux processus inflammatoires. 1l peut activer les cellules
immunitaires comme les lymphocytes, les monocytes, les macro-
phages, mais aussi des cellules épithéliales et mésenchymateuses,
lesquelles produisent alors des cytokines et des substances chimio-
tactiques. Nous décrirons plus loin cette cytokine en détail.
L'immunité acquise/adaptative se développe au rythme des
interactions géne—environnement et c’est une réponse lente dans
les premiers temps qui évolue ultérieurement en augmentant sa
rapidité, son efficacité et sa spécificité grace a la mémoire immu-
nologique. Elle devient alors plus spécifique et permet d'éliminer
le non-soi d'une maniére plus efficace, et d'intensifier la réponse
lors des contacts ultérieurs. L'immunité acquise dépend aussi de
I'action du systéme immunitaire et se manifeste sous deux formes :
I'immunité & médiation humorale (constituée par I'action de pro-
téines appelées immunoglobulines ou anticorps-Ac) et I'immunité
a médiation cellulaire (la seule efficace contre les agents qui ont
pénétré a l'intérieur des cellules de I'organisme, comme le font
les virus a une certaine phase de leur cycle de reproduction). Le

Tableau 1-5 — Les familles de cytokines et leurs récepteurs.
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systéme immunitaire acquis est capable de produire des anticorps,
qui peuvent reconnaftre spécifiqguement les antigénes. Dans tous
les cas, les messages entre cellules passent par une multitude de
médiateurs, ubiquitaires et multifonctionnels, les cytokines.

Cytokines impliquées
dans I'immunité
oculaire

Les cytokines sont des protéines produites en réponse a un signal
activateur assurant la communication entre les différentes cellules
de I"organisme sur un mode autocrine, paracrine et/ou endocrine.
Elles exercent leurs actions sur un nombre élevé de cellules cibles
différentes (actions pléiotropiques) en se liant avec une forte affi-
nité a des récepteurs spécifiques. Elles interviennent dans I'infec-
tion, I'inflammation, I'immunité et la croissance cellulaire. Elles
possedent des caractéristiques spécifiques qui appartiennent seu-
lement & cette famille (tableau 1-5).

Ce sont des protéines ou glycoprotéines de petit poids molé-
culaire qui :

- régulent l'inflammation, I’hématopoiése et le systéme immu-
nitaire ;

— contrélent la nature, I'intensité et la durée de la réponse
immunitaire ;

- ont une production transitoire, une action a court terme ;

- ont des modes d'action trés larges et tres divers ;

— agissent a faibles doses ;

- ont des récepteurs spécifiques de forte affinité. Chaque caté-
gorie de cytokines se combine avec son propre type de récepteur

Principales cellules présentant
JRe e e s £ PR B T

Famille IL-2,3,4,5,6,7,9,11, 12, 15 Récepteurs des — Lymphocytes Th et Tc activés
des hématopoiétines GM-CSF cytokines de classe | - Certaines cellules NK et Tc au repos
G-CSF — Mastocytes
OosMm
LIF
Prolactine
Famille des interférons IFN-o, B, v Récepteurs des - Macrophages
IL-10 cytokines de classe Il — Cellules présentatrices de I'antigéne
— Leucocytes et fibroblastes
— Lymphocytes Th1, Tc, cellules NK
Famille des TNF TNF Récepteurs des TNF - Cellules nerveuses
LT-B - Lymphocytes B
CD30L
CD4oL
FasL
CD70
OX-40L
IL-1 IL-1 Récepteurs de la - Lymphocytes Th, B, NK
IL-18 superfamille des Ig, - Cellules endothéliales musculaires
M-CSF TLR/IL-1 — Macrophages et neutrophiles
Famille des chimiokines IL-8 Récepteurs des Neutrophiles
MIP-1a, B chimiokines
PF-4
PBP
MCP-1, 2, 3
RANTES
TGF-B TGF-B
Autres IL-12/14/17 Type Ig
MIF

IL-16
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en conduisant a des voies de signalisations complétement diffé-
rentes de I'une a l'autre.

® TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF)
ET SUPERFAMILLE DU TNF

LE TNF ET SES RECEPTEURS

Le TNF est un médiateur de I'immunité naturelle, sécrété par les
monocytes, macrophages, lymphocytes et mastocytes. C'est une
cytokine majeure dans le processus inflammatoire et dans les
dommages tissulaires. Mais selon les différents types de cellules, il
peut aussi avoir d‘autres effets variables, tels que la prolifération
cellulaire, la nécrose, la différenciation ou I'apoptose. Il facilite le
recrutement des cellules inflammatoires en induisant I'expression
des molécules d'adhésion et la production de chimiokines.

Depuis la découverte du TNF, les chercheurs ont trouvé d'autres
molécules qui ont des similarités avec lui. La « superfamille » du
TNF désigne une famille de molécules ayant des caractéristiques
structurales ou fonctionnelles proches de celles du TNF et qui
sont essentiellement impliquées dans les réponses immunitaires.
Ces diverses protéines sont des maillons essentiels dans la chaine
conduisant soit au signal de l'apoptose, soit a celui de la réponse
immune et de l'inflammation. Elles jouent donc des roles dans
la prolifération, la différenciation et la mort cellulaires, notam-
ment dans le contexte de la réponse immunitaire et de la réaction
inflammatoire [64]. Leurs effets physiologiques et pathologiques
sont trés variables. Le TNF et ses membres sont essentiels pour
I'hématopoiese, la protection contre l'infection bactérienne, la
régression des tumeurs et la surveillance immunitaire. Leur dys-
régulation meéne & diverses maladies telles que le lupus érythé-
mateux disséminé, la maladie de Crohn, la maladie d’Alzheimer,
etc. Ce type de rdle, induisant tout a la fois la survie et la mort,
comme une épée a double tranchant, est typique de la plupart
des membres de la superfamille du TNF.

Il existe 29 récepteurs correspondant a la superfamille du TNF,
dont FAS, CD40, (D27, RANK (receptor activator of NF-kB), etc.
Les récepteurs du TNF (TNFRs : TNFR1 et TNFR2) induisent la
transduction d’une variété de signaux a l'intérieur de la cellule,
comme la prolifération, la différenciation, la survie ou la mort.
L'équilibre entre la vie et la mort pendant les réponses immuni-
taires est réglé par des membres de la superfamille TNF-NF-xB.
Les signaux d'apoptose n’exigent pas la synthése de protéines
actives, tandis que les signaux d'anti-apoptose nécessitent la syn-
thése et I'activation du NF-kB (nuclear factor-kappa B) [65].

PRINCIPALE VOIE DE SIGNALISATION DU TNF

Le NF-xB est un facteur transcriptionnel séquestré dans le cyto-
plasme de la plupart des cellules des mammiféres sous une forme
inactive, lié a une protéine inhibitrice appelée IxB. Son activa-
tion par des stimuli variables requiert une cascade d‘'événements
qui mettent en jeu une série de protéines kinases permettant la
phosphorylation d'IkB nécessaire a sa dégradation par le systeme
ubiquitine—protéasome. Le NF-xB est ensuite libéré et la transloca-
tion du cytoplasme vers le noyau cellulaire permet sa fixation aux
régions promotrices de ses génes cibles (par exemple TNF-o)) puis
leur transcription. L'activation de NF-kB peut protéger les cellules
contre |'apoptose induite par TNF-o.. On a déja identifié plusieurs
protéines qui sont régulées par NF-xB et qui sont impliquées dans
la survie, la prolifération et la protection de cellules contre |'apop-
tose. 1l semble maintenant que quand une cellule est attaquée
par un stimulus apoptotique, la cellule répond d'abord en acti-
vant les mécanismes anti-apoptotiques, qui ne sont pas toujours
efficaces. L'équilibre entre les mécanismes apoptotiques et anti-

apoptotiques décide de la prolifération, la survie ou I'apoptose
d'une cellule [65]. L'effet anti-apoptotique du NF-kB constitue une
des pistes de recherche majeure dans le domaine de la pharmaco-
modulation des maladies inflammatoires chroniques.

TNF ET PATHOLOGIES OCULAIRES

Le TNF est une cytokine impliquée dans de trés nombreuses fonc-
tions intervenant lors des pathologies oculaires, pouvant a la fois
maintenir la survie cellulaire au travers de I'activation du NFxB et
étre inducteur d'apoptose cellulaire lorsque le systéeme des cas-
pases est enclenché aprés activation de TNFR1 [65]. Il a déja été
montré que TNFRT peut avoir des effets neurodégénératifs, tandis
que TNFR2 peut avoir des effets neuroprotecteurs sur un modéle
d'ischémie. L'existence de ces deux récepteurs rend |'exploration
du role de TNF plus complexe mais en constitue un des grands
intéréts physiopathologiques et éventuellement thérapeutiques,
puisque des stratégies anti-TNF sont déja utilisées dans de nom-
breuses pathologies inflammatoires.

Médiateur multifonctionnel, le TNF est impliqué dans beau-
coup de pathologies oculaires : glaucome, uvéite avec HLA-B27,
prolifération des cellules épithéliales du cristallin aprés chirurgie,
rétinopathie diabétique, etc. Une grande source de synthése du
TNF se situe dans les mastocytes, des lymphocytes T de la conjonc-
tive et dans la grande majorité des cellules épithéliales oculaires,
jouant de ce fait un réle d’amplification dans un processus inflam-
matoire, toxique ou dégénératif. Le TNF agit synergiquement avec
d'autres cytokines, tels que le ligand du Fas, I'lL-To/f ou I'IFN-y.
Cette interaction active meéne a l'apoptose et a l'inflammation, et
participe a I'amplification des altérations de la surface oculaire. Les
espéces réactives de l'oxygene (reactive oxygen species [ROS]) sti-
mulent aussi la synthese du TNF et, réciproquement, le TNF peut
stimuler la production de ROS. Le TNF peut induire 'apoptose cas-
pase indépendante, tandis que les ROS peuvent étre stimulées par
beaucoup d'agressions extérieures, telles que les rayons ultraviolets
ou les médicaments toxiques.

A I'état normal, le TNF et ses récepteurs principaux TNFR1
et TNFR2 sont exprimés dans toutes les couches cornéennes (de
I'endothélium a I'épithélium) et aussi dans 1’épithélium conjoncti-
val. Mais dans le cas des pathologies oculaires, une surexpression
de cette cytokine est habituellement retrouvée. Le TNF ainsi que
I'IL-10/B sont surexprimés dans la kératoconjonctivite seche (KCS),
le trachome ou I'allergie. Le TNF influence la voie de signalisation
des MMP et ces enzymes activent des cytokines sous leur forme
active a partir de leurs précurseurs. Dans un systeme d'épithé-
lium conjonctival humain multicouche, I'exposition des cellules
au TNF ou a I'IFN-y a comme conséquence une surexpression
génétique de MUCT, MUC4, MUCT6 et MUCSAC [66]. Chez les
patients atteints de sécheresse oculaire modérée, de kératite her-
pétique, de KCV ou de trachome cicatriciel, une augmentation de
I'expression de TNF a été mise en évidence. Etant une cytokine
pro-inflammatoire, le TNF est aussi impliqué dans des patholo-
gies iatrogenes oculaires en synergie avec d'autres cytokines. Dans
les larmes des patients glaucomateux traités sur le long terme,
les cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-6, IL-12, TNF) augmen-
tent sensiblement par rapport aux sujets normaux. Les cytokines
du type Th1 (IFN-y, IL-2) et du type Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) sont
également sensiblement plus élevées. L'expression des chimiokines
IL-8 et MCP-1 augmente également dans le groupe des patients
glaucomateux. L'analyse des empreintes conjonctivales chez les
patients souffrant d’ceil sec a aussi montré une augmentation de
I'expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-o. et IL-1B, IL-6,
IL-8), proportionnellement a la sévérité des symptdmes [67].

Le TNF est non seulement trouvé dans beaucoup de patholo-
gies oculaires, il est aussi un stimulus fort sur les cellules cultivées



Le concept de surface oculaire

H . H larité Radiations Virus/agents Toxi
ypoxie yperosmolarite ultraviolettes infectieux oxiques
Stimulation/stress cellulaire
Cellules Cellules
inflammatoires épithéliales

\

TNF-o
IL-1/FasL

v

ROS

A

N MMP

Récepteurs du TNF

Apoptose, récepteurs de mort,
ICAM-1, IL-8, etc.

Susceptibilité
aux signaux
de mort cellulaire

N\

v

Activation de cytokines

T

]
’ Apoptose ‘\4

» \
'% Apoptose ‘

AN Réle du TNF dans les pathologies de la surface oculaire d’aprés Baudouin et Liang [71].

ROS : espéces réactives de I'oxygéne. MMP : métalloprotéinases.

in vitro. Le TNF a déja montré sa capacité a amplifier I'expres-
sion d'ICAM-1, de HLA-DR, de (D40, et de la caspase 9 sur des
lignées cellulaires d’épithélium humain [68, 69]. D'ailleurs, le TNF
stimule a son tour ses propres récepteurs ou d'autres membres de
la superfamille du TNF et conduit a des signaux de mort cellulaire
(CD40 ou FAS) ou a des médiateurs impliqués dans les cascades
inflammatoires (ICAM-1 ou IL-8) [17].

Le TNF joue un réle essentiel dans I'activation des pathologies
de la surface oculaire (fig. 1-46) [70]. Face a tous les stress exté-
rieurs, tels que I'air sec, I'hypoxie, I'augmentation de ['osmolarité,
les radiations ultraviolettes, les infections ou des collyres toxiques,
les cellules épithéliales et les cellules inflammatoires infiltrées peu-
vent sécréter du TNF, ainsi que d'autres médiateurs (IL-1). Le TNF
amplifie ensuite les signaux via le systtme des MMP, en activant
d'autres cytokines, en stimulant la production de ROS et en indui-
sant ses propres récepteurs qui conduisent a I'activation des voies
de signalisation de mort et d‘inflammation.

m CHIMIOKINES

Le terme chimiokines a été proposé en 1992. Il combine des pro-
priétés chimiotactiques et les caractéristiques des cytokines, avec
un poids moléculaire entre 8 et 12 kDa. Ces petites protéines sont
responsables de I'attraction des cellules inflammatoires au site de
I'inflammation. Elles jouent donc un role essentiel dans la réaction
inflammatoire. 1l y a actuellement une cinquantaine de chimio-
kines identifiées. Leurs récepteurs a la surface des cellules cibles
sont variés et actuellement vingt d’entre eux sont connus. Plusieurs
récepteurs peuvent se lier a une seule chimiokine et réciproque-
ment, de sorte que le réseau des chimiokines est extrémement
complexe.

LES QUATRE CLASSES DE CHIMIOKINES

Les chimiokines sont des polypeptides de petit poids moléculaire
qui sont regroupés en différents groupes en fonction de leur struc-
ture. Une nomenclature a été proposée pour les chimiokines et
leurs récepteurs, dans laquelle les récepteurs sont appelés CC, CXC,
C ou CX3C selon le groupe correspondant a leur ligand, suivi de R
pour récepteurs et d'un numéro correspondant a celui assigné au
gene de la chimiokine correspondante. Il existe quatre sous-classes
de chimiokines définies par I'arrangement des résidus conservés
de cystéine (fig. 1-47) [71] :

- la sous-famille des chimiokines C ou chimiokines y: deux des
quatre résidus cystéine conservés ne sont pas représentés, le pre-
mier et le troisieme. Elle comprend deux membres, XCL1, SCM-10a.
ou lymphotactine, peptide chimiotactique pour les lymphocytes et
XCL2 ou SCM-1B;

- la sous-famille des chimiokines CC ou chimiokines B : les
deux résidus cystéine conservés sont cote a cte. On y trouve par
exemple RANTES, éotaxine, MCP, MIP (macrophage inflammatory
protein), etc. ;

- la sous-famille des chimiokines CXC ou chimiokines o : un
résidu acide aminé sépare les deux premiers résidus cystéine
conservés. Cette sous-famille peut étre divisée en deux groupes
selon la présence ou non du triplet d'acides aminés, acide gluta-
mique—leucine-arginine (CXCL8 ou IL-8).

- la sous-famille des chimiokines CX3C ou chimiokines & : trois
acides aminés séparent les deux résidus cystéine conservés; un
seul représentant est actuellement identifié, le CX3CL1 ou fractal-
kine.

Les chimiokines CC et CXC se caractérisent par une certaine
spécificité de leur cible : les chimiokines CXC sont plus actives sur
les polynucléaires neutrophiles, alors que les chimiokines CC ont
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tendance a agir sur les monocytes et parfois les polynucléaires
basophiles, les lymphocytes et les polynucléaires éosinophiles. La
famille CX3C ne contient qu’un seul membre pour l'instant, la
fractalkine, la seule chimiokine liée a la membrane par une tige
glycosylée semblable aux mucines. Le tableau 1-6 montre les prin-
cipales chimiokines, leurs récepteurs correspondants et la balance
Th1/Th2 correspondante.

Lors d'une réponse immunitaire, les chimiokines agissent prin-
cipalement en attirant et en activant des leucocytes spécifiques
sur le site de I'inflammation. Eotaxine, RANTES, MCP-3, MCP-4
et MIP-1a ont la faculté de mobiliser les polynucléaires (éosino-
philes et basophiles) et de nombreuses études ont montré que
ces cytokines jouent un réle primordial dans I'inflammation aller-
gique [72]. Avec leurs récepteurs, les chimiokines participent acti-
vement aux mécanismes des maladies inflammatoires et infec-
tieuses [73]. Le SDF-1 ou stromal cell-derived factor 1 (CXCL12)
joue un réle important en coordonnant le recrutement des cellules

inflammatoires en réponse a la réparation initiale du tissu et inter-
agit ainsi étroitement avec les stimuli inflammatoires LPS et TNF.
Le récepteur cellulaire de la chimiokine SDF-1 est CXCR4. L'impor-
tance de cette association SDF-1/CXCR4 est démontrée, notamment
dans I'évolution de certains cancers et de maladies infectieuses.

REGULATION DES VOIES TH1/TH2 AU TRAVERS DE
CCR5/CCR4

Le systeme des chimiokines ligand-récepteur constitue un réseau
complexe de molécules qui jouent un role essentiel dans les
processus de migration et d'activation des leucocytes. Ce réseau
intervient dans le développement de la réaction inflammatoire
allergique, en particulier par ses capacités a réguler le trafic des
éosinophiles, basophiles, mais aussi des lymphocytes Th2. CCR4
est identifié comme un récepteur principal dans des réponses
immunitaires de type Th2 [74]. CCR5 est exprimé a des niveaux
élevés par les cellules Th1 et est pratiquement absent des lympho-



Tableau 1-6 - Principales chimiokines, leurs récepteurs
et leur réle dans la balance Th1/Th2.

CCR1 MIP-1o Th1 et Th2
RANTES
MCP-3
HCC-1a
MPIF-1
CCR2 MCP-1, 3, 4 Th1 et Th2
CCR3 Eotaxine Th2
MCP-2, 3,4, 5
RANTES
MPIF-2
CCR4 TARC Th2
MDC
CCR5 RANTES Th1
MIP-10, 1B
CCR6 LARC/MIP-3a
CCR7 ELC Th1 et Th2
MIP-3B
CCR8 1-309 Th2
CCR9 MPC-1, 3
CXCR1 IL-8
GCP-2
CXCR2 IL-8
GROo, B, v
NAP-2
ENA-78
GCP-2
CXCR3 IP-10 Th1
Mig
CXCR4 SDF-1
CXCR5 BCA-1
CX3CR1 Fractalkine

cytes Th2, ce qui fait de lui un marqueur pour les réactions liées
aux cellules Th1 [75]. CCR5 peut étre induit sous l'influence de
I'IFN-y. Dans les syndromes secs, une surexpression significative de
CCR5 a été trouvée sur les cellules conjonctivales, mais pas en cas
de KCV ou sur les yeux normaux, ce qui confirme que I'ceil sec
est une réponse immuno-inflammatoire du type Th1 et que CCR5
est utile pour évaluer cette voie inflammatoire [19]. Choi et al. ont
également confirmé I'implication des chimiokines CCL3, CCL4 et
CCL5 et des récepteurs CCR5 et CCR6 chez les patients souffrant de
sécheresse oculaire ; de bonnes corrélations ont été observées pour
CCL5 avec le temps de rupture du film lacrymal et la clairance des
larmes et pour CCR5 avec le score d'épithéliopathie et le taux des
cellules a mucus [35].

MODULATION DU PROCESSUS D’ANGIOGENESE

La chimiokine CXCL12/SDF-1 n'est pas seulement impliquée dans
I'inflammation, elle a également un rapport étroit avec |'angio-
genése. SDF-1 est un attractant efficace pour les cellules endothé-
liales et participe au processus d‘angiogenese en régulation avec
le vascular endothelial cell growth factor (VEGF) et le fibroblast growth
factor B (FGF-B) [76]. Dans les tissus oculaires, les fibroblastes cor-
néens humains expriment normalement SDF-1 et son récepteur le
(CXCR4. Quand ces fibroblastes sont incubés avec MIP-1, RANTES,
IL-8, MCP-1, TARC, fractalkine ou éotaxine, il n'y a aucun effet
sur les niveaux de calcium intracellulaires. Réciproquement, quand
SDF-1 est préalablement incubé avec les diverses chimiokines citées
ci-dessus, une augmentation rapide de la concentration intracellu-
laire en calcium est observée. Ainsi, SDF-1 exerce des effets phy-
siologiques sur la cornée et pourrait étre impliqué dans des condi-
tions pathologiques telles que |'angiogenése cornéenne [77].

Le concept de surface oculaire

BACTERIES,
TOLL-LIKE RECEPTORS
ET SURFACE OCULAIRE

La surface oculaire est en contact permanent avec les bactéries.
Elle abrite également une flore bactérienne commensale compo-
sée de bactéries a Gram positif et négatif. Ainsi, elle a besoin
d'utiliser des mécanismes de I'immunité innée pour controler et
réguler I'inflammation qui pourrait étre induite par ces bactéries.

m ROLE DES LIPOPOLYSACCHARIDES
BACTERIENS

Les lipopolysaccharides (LPS) représentent la principale compo-
sante non protéique de la membrane externe des bactéries a Gram
négatif. Les LPS sont responsables d‘un ensemble d'activités bio-
logiques, parmi lesquelles 'activité toxique et la spécificité antigé-
nique de souche, et sont composés de trois parties [78] :

— le lipide A : responsable de I'activité toxique, il représente la
partie la plus conservée du LPS et est situé a sa partie proximale
et a l'intérieur de la bicouche lipidique, il posseéde un caractere
hydrophobe ;

- le noyau : de nature polysaccharidique, il représente le pont
entre les deux autres composantes et est divisé en deux parties, le
noyau interne hydrophobe et le noyau externe hydrophile ;

- I'antigéne O : responsable de la spécificité antigénique, il
représente la partie la plus variable du LPS. Il est situé a la partie
distale du LPS et est de nature polysaccharidique, il possede un
caractere hydrophile.

Le lipide A, nommé aussi endotoxine, est la partie responsable de
I'induction de la réponse immunitaire non spécifique. Le lipide A,
qui est toxique dés quelques picomoles, se fixe sur une protéine
fixatrice du LPS, la LBP (LPS binding protein). Le complexe lipide A-
LBP se fixe ensuite aux macrophages sur des récepteurs spécifiques.
A la surface des macrophages, il existe deux groupes de récepteurs
spécifiques pour le complexe lipide A-LBP : le récepteur (D14 et
le TLR-4. Le CD14 existe aussi sous une forme soluble en circulation
(sCD14). Dans les cellules qui n‘ont pas en surface de récepteurs
(D14, comme les cellules épithéliales, la réponse au LPS peut se
faire par l'intermédiaire du CD14. Cependant, le CD14 ne peut pas
étre 'initiateur de l'activation de la réponse immunitaire en raison
du manque de domaines transmembranaires ou intracellulaires.

Les récepteurs TLR représentent une famille de protéines jouant
un role essentiel dans la reconnaissance de structures pathogenes,
puisqu'ils posseédent des domaines transmembranaires ou intracel-
lulaires. Une fois le lipide A fixé sur les récepteurs CD14 et TLR-4
en surface des macrophages, ces derniers vont sécréter des cyto-
kines pro-inflammatoires comme I'lL-1, I'lL-6, I'IL-8, le TNF et le
PAF (platelet-activating factor). Ces différentes cytokines vont activer
ensuite, apres fixation sur leurs récepteurs spécifiques, la produc-
tion des médiateurs de I'inflammation. Beaucoup d'études tendent
a démontrer un role direct du LPS et de ses récepteurs dans des
pathologies de la surface oculaire, non seulement dans des infec-
tions bactériennes, mais également dans les rapports entre les com-
posants bactériens et les réactions inflammatoires et/ou allergiques.

Les LPS sont des promoteurs de I'inflammation et de I'apop-
tose et impliquent le TNF. LPS et TNF ont des effets semblables
sur des cascades apoptotiques/inflammatoires et sur la maturation
des cellules dendritiques. Le LPS induit I'activation de NF-kB, tout
en favorisant la surexpression du TNF sur un modele de kératite
chez les souris [79]. Dans un modéle de conjonctivite induite par
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EEREEER Cellules dendritiques infiltrant la conjonctive apreés injec-
tion sous-conjonctivale de LPS.

I'injection de LPS chez les rats, la perméabilité vasculaire de la
conjonctive s'est sensiblement accrue 4 h aprés injection avec
une surexpression de la cyclo-oxygénase-2 [80]. Dans un modele
d‘uvéite, le traitement par anti-TNF réduit l'infiltration des leuco-
cytes induite par les LPS [81].

Les LPS peuvent déclencher le processus de maturation des
cellules dendritiques in vitro et in vivo. Aprés injection sous-
conjonctivale de LPS, les cellules dendritiques s’accumulent a la
jonction de I"épithélium et de la substantia propria sur la conjonc-
tive (fig. 1-48) [82]. Ces cellules étendent leurs prolongations vers
la surface, quoique le stimulus ait été injecté dans |'espace sous-
épithélial. L'origine de ces cellules est probablement une infiltra-
tion des leucocytes par les vaisseaux sanguins. Apres la stimulation
du LPS, ces cellules migrent et possiblement libérent des quantités
élevées de médiateurs inflammatoires, telles que le TNF, qui joue
le réle d'amplificateur des signaux inflammatoires et apoptotiques
sur les cellules de I'épithélium et du stroma de la conjonctive.

m ROLE ET STRUCTURE DES TOLL-LIKE
RECEPTORS

Les toll-like receptors (TLR) sont des composants importants de |im-
munité innée en détectant des motifs portés par les agents infec-
tieux. lls vont ainsi initier des cascades inflammatoires et défendre le
tissu contre les agressions microbiennes. Ce sont des protéines trans-
membranaires phylogéniquement conservées, initialement mises en
évidence sur les cellules dendritiques et les macrophages mais expri-
mées par toutes les cellules de I'organisme dont les cellules épithé-
liales [83]. lls reconnaissent des motifs structuraux spécifiques des
microbes ou des virus qui sont appelés pathogen-associated molecular
patterns (PAMP) ou commensal-associated molecular patterns (CAMP).
Il s’agit de micro-organismes qui colonisent I'héte sans causer de
maladie. En outre, des ligands endogénes qui induisent une inflam-
mation en |'absence d'infection peuvent également activer la signa-
lisation TLR-dépendante et sont définis comme des motifs molécu-
laires associés aux danger-associated molecular patterns (DAMP) [84].

Les PAMP sont produits non seulement par des microbes patho-
geénes, mais aussi par tous les micro-organismes [85]. Les PAMP, tels
que LPS (lipopolysaccharide), sont produits par des microbes mais
pas par I'h6te et sont donc des signatures moléculaires uniques
ment du systeme de défense innée oculaire, par exemple celui de
TLR, a pour conséquence la survenue de diverses inflammations
chroniques et, dans certains cas, la pénétration d'agents patho-
geénes dans I'organisme.

Il'y a au moins 11 TLR humains identifiés aujourd’hui. Chaque
TLR a ses propres ligands spécifiques et exerce ses propres fonctions,
en étant exprimé par différents types cellulaires. Les TLR1 et 6 sont
exprimés dans tous les types cellulaires ; les TLR2, 4 et 8 sont princi-
palement présents dans les monocytes CD14 +, tandis que les TLR9
et 10 sont exprimés & un niveau élevé dans les cellules B CD19+.
Le TLR3 est exprimé sélectivement par les cellules dendritiques.

Concernant leurs fonctions dans la reconnaissance immunitaire :

- TLR2 identifie le plus grand nombre de molécules associées
aux pathogénes (lipoprotéines, lipoteichoic acid ou LTA, peptidogly-
cane, lipo-arabinomannane) ;

- TLR3 a pour ligand I’ARN double brin associé aux infections
virales pendant leur réplication ;

— TLR4 identifie surtout les LPS des bactéries a Gram négatif ;

- TLR5 a pour ligand la flagelline des bactéries a Gram positif
et négatif ;

- TLR7 agit lors de la transduction du signal ou de la matura-
tion des cellules dendritiques ;

— TLR9 identifie des structures présentes dans I'ADN des myco-
bactéries, les CpG non méthylés.

Les TLR sont fortement exprimés sur les cellules immunitaires qui
sont les plus exposées aux premiers microbes de rencontre, tels que
des neutrophiles, des monocytes, des macrophages et des cellules
dendritiques. Liés a leurs ligands, les TLR déclenchent I'activation du
facteur de transcription NF-kB, menant a I'expression des genes pro-
inflammatoires tels que TNF-o,, IL-1 et IL-12. L'identification innée
de PAMP par ces cellules et I'activation de TLR induit |'expression
de diverses cytokines pro-inflammatoires, chimiokines, molécules
d'adhérence, et active les fonctions effectrices des cellules immu-
nisées innées telles que la phagocytose, et lance ainsi une réponse
inflammatoire rapide caractérisée par le recrutement des leucocytes
a I'emplacement de l'infection pour éliminer les pathogénes enva-
hissants. Les TLR exprimés sur les cellules présentatrices de |'anti-
gene, comme les cellules dendritiques et les macrophages, sont un
lien critique entre I'immunité innée et adaptative. L'activation par
TLR des cellules présentatrices de I'antigéne induit ensuite la matu-
ration des cellules immunitaires, avec la production des cytokines
pro-inflammatoires, et méne a l'activation des cellules T naives,
déclenchant I'immunoréaction du type adaptatif.

Des PAMP spécifiques peuvent stimuler des TLR différents et
induire une différenciation du systtme Th1/Th2 vers la réaction la
plus appropriée contre I'agent pathogene. Par exemple, |'activation
de TLR4 ou de TLR9 dans les cellules dendritiques induit la produc-
tion d'IL-12, orientant de ce fait la différenciation lymphocytaire vers
le type Th1 [86]. Les TLR jouent ainsi un role important en déclen-
chant et en modulant I'activation de I'immunité adaptative. Ils sont
des éléments majeurs de la premiére ligne de défense contre les inva-
sions microbiennes en se situant a |'interface hote/environnement.

B TOLL-LIKE RECEPTORS
ET PATHOLOGIES DE LA SURFACE
OCULAIRE

Essentielle & la défense naturelle de la surface oculaire, I"activation
des TLR peut étre parfois inadéquate et destructrice si elle est en
réponse a la flore commensale non pathogéne de la surface ocu-
laire. Song et al. ont rapporté I'expression fonctionnelle de TLR4
sur les cellules épithéliales cornéennes humaines avec production
de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines apres stimula-
tion par le LPS de Pseudomonas aeruginosa (PA) [87]. Ceci peut étre
important dans le déclenchement rapide de I'immunité innée et
dans le recrutement des cellules inflammatoires de la cornée dans
des kératites bactériennes a Gram négatif. De méme, en réponse
au peptidoglycane du Staphylococcus aureus (SA), les cellules épithé-



liales cornéennes en culture expriment TLR2 et produisent des cyto-
kines, des chimiokines [88]. Pour Ueta et al., cependant, les cellules
épithéliales cornéennes humaines expriment TLR2 et TLR4 dans leur
cytoplasme mais pas a leur surface en conditions normales d'inté-
grité tissulaire. De ce fait, ces cellules sont incapables de répondre
aux LPS de PA et au peptidoglycane du SA, ce qui évite des déclen-
chements intempestifs et délétéres de réactions inflammatoires dom-
mageables pour la cornée [89]. Le systeme immunitaire inné consti-
tué par les cellules épithéliales de la surface oculaire peut ainsi créer
un état d'immuno-silence pour que I'immunité innée induite par les
TLR n’entraine pas des réponses inflammatoires inutiles en réponse
a la flore bactérienne commensale [89]. L'expression de TLR5 dans
les couches basales, mais pas dans les couches superficielles de |"épi-
thélium cornéen, suggére encore un mécanisme pouvant inactiver
la réponse aux bactéries non pathogénes sur la surface.

Parmi les cellules résidentes de la cornée humaine normale, les
kératocytes sont la source principale des chimiokines qui induisent
le recrutement sélectif des leucocytes a partir des vaisseaux situés
au limbe vers les fibroblastes cornéens. Des fibroblastes cornéens
humains en culture expriment TLR4, MD2 et CD14 et répondent a
une stimulation par du LPS par la production de chimiokines pour
les neutrophiles, les monocytes et par |'expression de molécules
d'adhésion [90]. En outre, I'activation de TLR4 est une étape cri-
tique dans la pathogénie de la kératite qui se développe aprés que
["épithélium cornéen murin a été érodé ou exposé au LPS [91].

L'expression des TLR a la surface oculaire est modulée en cas
d'infection (kératite herpétique, infection bactérienne ou fon-
gique), ainsi que lors de diverses pathologies inflammatoires
(conjonctivite allergique et sécheresse oculaire en particulier). Les
TLR en combinaison avec leurs propres récepteurs reconnaissent
et répondent aux divers agents infectieux et a des ligands endo-
geénes. En plus de leur fonction de reconnaissance, I'activation des
TLR déclenche une cascade complexe de transduction de signal
qui induit la production de cytokines inflammatoires et de molé-
cules costimulatrices, initiant ainsi & la fois I'immunité innée et
I"immunité adaptative de la surface oculaire [92].
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FERNEZER Immunomarquage de TLR4 sur les cellules épithéliales
conjonctivales (marquage vert).
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Les TLR sont trouvés dans les cellules conjonctivales et lim-
biques humaines en réponse a beaucoup d'agents pathogenes
oculaires communs (fig. 1-49). Bien que les expressions de TLR4 et
TLR2 soient trouvées en ARN messager et en protéine, les cellules
conjonctivales ou limbiques ne répondent pas spontanément au
LPS ni a la stimulation staphylococcique, en raison du manque de
MD2 (une molécule accessoire exigée pour la signalisation induite
par TLR4). Ce déficit a la réponse au LPS peut étre reconstitué par
IFN-y ou MD2 exogéne, mais pas par TNF [93].

Les TLR sont aussi impliqués dans le processus inflammatoire au
cours de la sécheresse oculaire. Le TLR4 participe activement a la
réponse inflammatoire et au stress dessiccatif de la surface oculaire.
Dans un modele de sécheresse oculaire, I'expression en ARN de TLR4
a été trouvée augmentée dans le stroma cornéen, mais pas dans les
cellules épithéliales cornéennes. Linhibition de TLR4 par |'Eritoran
(E5564), un analogue synthétique du lipide A et puissant antagoniste
spécifique du LPS par inhibition de la liaison du lipide A au MD2,
bloquant la signalisation de MD2/TLR4, a permis de diminuer la gra-
vité de sécheresse en réduisant |'expression d’IL-1pB, IL-6 et de TNF et
I'infiltration de cellules CD11b+ dans la cornée [94].

Toutes ces recherches ouvrent un jour nouveau sur les interactions
entre I'immunité innée et I'immunité acquise, non seulement en cas
d'infection mais aussi dans la régulation de la surface oculaire et
dans ses pathologies. Les TLRs et leurs ligands pourraient constituer
dans le futur autant de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

Les différents types
d’hypersensibilité
(classification de Gell
et Coombs)

Les réactions d’hypersensibilité sont des réponses immunitaires
exagérées ou inappropriées, responsables de lésions tissulaires.
Quatre types ont été décrits : les trois premiers sont dus a des
anticorps, le quatrieme est lié aux cellules T et aux macrophages.

m HYPERSENSIBILITE DE TYPE |

Devenue synonyme d‘allergie, I'hypersensibilité de type | est due a
I'activation par un antigéne spécifique de mastocytes sensibilisés et
recouverts d'IgE. L'allergie survient préférentiellement sur un terrain
génétiquement déterminé, caractérisé notamment par une synthése
élevée d'IgE : c'est I'atopie. La réaction allergique s‘organise en deux
phases : précoce, due a la dégranulation mastocytaire, survenant
dans les minutes qui suivent |'exposition a l'allergéne ; tardive, sur-
venant dans les 4 a 6 heures suivantes, liée aux éosinophiles et aux
macrophages. La violence fréquente de I'hypersensibilité de type |
s'explique par les nombreux et puissants médiateurs synthétisés et
libérés par les mastocytes et les cellules accessoires de I'allergie. Les
réactions allergiques peuvent étre explorées par des tests cutanés
(prick-test ou patch-test), le dosage d'IgE totales et spécifiques, sériques
ou lacrymales, ou encore par des tests de provocation.

m HYPERSENSIBILITE DE TYPE Il
OU CYTOTOXIQUE DEPENDANTE
DES ANTICORPS

L'hypersensibilité de type Il est une réaction dirigée contre des
antigénes sur lesquels sont déja fixés des anticorps, essentiellement
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de type IgG. Ces antigénes sont en général portés par des cellules
sanguines (globules rouges, leucocytes ou plaquettes), qui sont
lysées a la suite de I'activation du complément ou directement par
des lymphocytes K (killer) cytotoxiques par I'intermédiaire des 1gG
portées par les cellules cibles. D'autres types cellulaires intervien-
nent secondairement, comme les neutrophiles, les mastocytes et
les macrophages. La libération de leurs médiateurs peut entrainer
des lésions importantes des cellules environnantes. Ce mécanisme
est tenu pour responsable de cytopénies médicamenteuses ou ali-
mentaires, de glomérulonéphrite ou de myasthénie. En patholo-
gie inflammatoire chronique de la conjonctive, I'hypersensibilité
de type Il intervient dans les conjonctivites auto-immunes, telle la
pemphigoide oculaire cicatricielle dans laquelle I'antigéne est un
constituant de la membrane basale recouvert d'anticorps.

m HYPERSENSIBILITE DE TYPE llI

L'hypersensibilité de type 1ll met en jeu des complexes immuns
formés d'lgG ou d'IgM, ainsi que l'activation du complément.
Plusieurs mécanismes peuvent intervenir. Une infection chronique
avec persistance de l'agent infectieux stimule une réponse 1gG
de faible intensité, avec formation de complexes immuns; une
maladie auto-immune entraine la formation permanente d‘auto-
anticorps et les complexes immuns formés se déposent dans les
tissus. Enfin, des contacts répétés avec des antigénes exogeénes
peuvent entrainer une stimulation immunitaire chronique similaire.
Les dépdts de complexes immuns dans les vaisseaux ou les tissus
sont parfois responsables d’intenses réactions inflammatoires, avec
risque de nécrose tissulaire. La conjonctive peut étre impliquée
dans ce type d’hypersensibilité dans le cadre des vascularites sys-
témiques associées a des ulceres périphériques limbiques ou a des
sclérites.

m HYPERSENSIBILITE RETARDEE
DE TYPE IV

L'hypersensibilité de type 1V est liée a des réactions cellulaires. Elle
se développe au bout de 48 a 72 heures environ pour I'hypersen-
sibilité de contact ou I'hypersensibilité tuberculinique, en quelques
semaines pour les réactions granulomateuses. La réaction typique
de l'allergie de contact est I'eczéma. La plupart des antigénes
responsables sont des hapténes, molécules trop petites pour étre
immunogeénes. Cependant les hapténes peuvent traverser la peau
ou les muqueuses et devenir immunogeénes en se combinant aux
protéines du receveur. La reconnaissance de ces complexes par les
lymphocytes T est spécifique du conjugué hapténe-porteur et non
de chaque molécule indépendamment.

Le processus initial de sensibilisation nécessite environ 10 a
14 jours. Les complexes sont captés par les cellules présentatrices
de I'antigéne, essentiellement les cellules de Langerhans cutanées
ou mugqueuses. Celles-ci migrent par les lymphatiques efférents
vers les ganglions ol elles présentent le complexe aux lympho-
cytes T auxiliaires, en association aux antigénes de classe 1. Des
lymphocytes a mémoire sont ainsi stimulés et déclencheront une
réaction plus rapide en cas de contact ultérieur. L'hypersensibilité
de contact débute aprés 4 a 8 heures et devient maximale entre
48 & 72 heures. Le tissu est cedémateux, infiltré de lymphocytes
(D4 essentiellement, de CD8, de cellules de Langerhans, puis
de macrophages. Des mastocytes et des basophiles interviennent
de maniére accessoire. De nombreuses cytokines sont sécrétées.
Certaines ont un effet direct sur les cellules épithéliales. L'IFN-y,
notamment, stimule 'expression d'antigénes de classe 11 HLA-DR
et d'ICAM-1 par les kératinocytes et les cellules conjonctivales. Ces
antigénes favorisent la migration des cellules immunocompétentes

qui expriment notamment l'intégrine LFA-1 (lymphocyte function
antigens 1), ligand d'ICAM-1.

Les hypersensibilités  tuberculiniques et granulomateuses
sont caractérisées par la présence de grandes cellules dites épi-
thélioides, de lymphocytes et de cellules géantes multinucléées,
probablement dérivées des macrophages. Une zone centrale de
nécrose ou de fibrose y est souvent associée.

I Le privilege
immunitaire de l'ceil

m CONCEPT DU PRIVILEGE IMMUNITAIRE

Le systéme immunitaire oculaire fait I'objet de processus de régu-
lation complexes permettant |'élimination de micro-organismes
pathogénes tout en maintenant une tolérance vis-a-vis des anti-
génes de la flore endogéne [95, 96]. Le privilege immunitaire
oculaire (PrlO) est censé augmenter le seuil a partir duquel I'im-
munité innée et adaptative peut déclencher une inflammation
intra-oculaire dans le but de préserver l'intégrité de I'axe visuel
et la fonction visuelle. Il a été mis en évidence par le fait que
certaines tumeurs pouvaient se développer dans la chambre anté-
rieure de I'ceil alors qu’elles en étaient incapables ailleurs.

L'existence du PrlO a été démontrée d’une part, par |'induction
d'une déviation de la réponse immunitaire normale aux antigenes
présents dans la chambre antérieure (anterior chamber associated
immune deviation ou ACAID) aprés l'injection d'antigénes tumo-
raux et d'autre part, par la capacité du micro-environnement ocu-
laire (particulierement I'humeur aqueuse) a réprimer des réponses
inflammatoires. Medawar dés 1948 démontrait que la regle de
['immunologie de transplantation qui veut que le systeme immu-
nitaire de I'hote puisse provoquer le rejet de la greffe en dévelop-
pant une réponse contre les antigénes du greffon et qui s'applique
a la plupart des organes du corps, ne s'applique pas a I"ceil (cité in
Niederkorn, 2013 [96]). Il a aussi constaté que les allogreffes dans
la chambre antérieure de I'ceil ont une survie prolongée comme
c'est le cas également pour le cerveau. De ce fait, le terme de
« privilege immunitaire » a été utilisé pour décrire cette propriété
spéciale de la chambre antérieure et du cerveau. Aujourd’hui avec
les ovaires, les testicules, le cortex surrénalien, le foie, les matrices
des poils et la poche jugale du hamster, le cerveau et I'ceil sont
considérés comme des sites immunologiquement privilégiés au
niveau desquels les greffes incompatibles peuvent persister long-
temps.

m MECANISMES PASSIFS DU PRIVILEGE
IMMUNITAIRE

On a longtemps cru que la cornée était dépourvue de cellules
myéloides et que ceci participait a ce statut immunitaire privilé-
gié. Or, on sait désormais que des cellules dérivées de la moelle
osseuse existent dans la cornée normale, au sein de I'épithélium et
du stroma cornéens, en particulier en son centre, avec des popu-
lations hétérogénes de macrophages et de cellules dendritiques,
présentatrices de I'antigéne et porteuses d'antigénes de classe Il
du CMH [97]. En outre, les cellules cornéennes normales, épi-
théliales, stromales et endothéliales, n'expriment pas d‘antigéne
de classe Il du CMH et expriment trés faiblement les antigénes
de classe I. Ainsi, les antigénes impliqués dans le rejet de greffe
ne seraient pas ceux du CMH mais plutdt des antigenes mineurs
comme les antigénes H. En revanche, 'exposition a des cytokines



inflammatoires, IFN-y ou TNF, modifie le phénotype de ces cellules
qui expriment alors des antigenes de classe Il du CMH sans la
chaine invariante [95, 98].

A I'état normal, la cornée est pauvre en cellules présentatrices
de I'antigéne, monocytes/macrophages du stroma profond, cel-
lules dendritiques (CD) du stroma antérieur et cellules de Lange-
rhans dans I'épithélium. Ces cellules ont : un phénotype immature
induisant une tolérance de la part des cellules T; un phénotype
caractérisé par une faible expression de molécules de classe 1l du
CMH chargées de présenter les antigénes aux lymphocytes (D4 ;
une absence de molécules de costimulation B7 et CD40 [50].
Toutes ces molécules peuvent étre acquises sous I'effet d'un pro-
cessus inflammatoire pourvoyeur de cytokines inflammatoires,
IL-1 et TNF, elles-mémes contrdlées par le TGF-B présent dans les
larmes, le VIP (vasoactive intestinal peptide) produit par les nerfs
cornéens et |'antagoniste du récepteur a I'IlL-1, IL-1Ra. En outre, la
cornée ne comporte aucun vaisseau, ni lymphatique, ni sanguin.
Ceci est di au fait qu'elle exprime des récepteurs du VEGF, le
VEGFR1, récepteur soluble qui bloque le VEGF-A, et le récepteur
VEGFR3 qui blogue les VEGF-C et D [50, 99]. Ainsi, la circula-
tion des cellules présentatrices d'antigéne vers le compartiment
lymphatique est ralentie et les cellules effectrices de I'immunité
accédent plus difficilement a la cornée. Parallélement, dans I'épi-
thélium cornéen normal, existe un équilibre entre facteurs pro- et
anti-angiogéniques participant au privilege angiogénique [100].
Enfin, I'endothélium cornéen exprime trés peu de molécules du
CMH de classe I, diminuant ainsi la probabilité d'infiltration de
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ [101].

m MECANISMES ACTIFS DU PRIVILEGE
IMMUNITAIRE

Des facteurs immunosuppresseurs sont également produits dans
la cornée normale, le TGF-B surtout, mais aussi I'IL-10 et I'lL-4, et
I'intervention du systéme Fas (CD95)/Fas ligand permet d'éliminer
les cellules immunes inopportunes qui expriment Fas et qui seront
tuées par apoptose aprés leur liaison avec les cellules épithéliales
et endothéliales de la cornée, porteuses du Fas ligand [102, 103].

L'humeur aqueuse contient également un certain nombre de
facteurs anti-inflammatoires et immunosuppresseurs, tels que le
VIP, I'alpha-melanocyte stimulating hormone (0-MSH), la thrombo-
spondine (qui participe a la répression de I'angiogenése inflam-
matoire), I'IL-10 et le TGF-B [95]. En outre, dans la chambre anté-
rieure, des mécanismes régissent et modifient le comportement
des antigénes reconnus par le systtme immunitaire. En effet, les
antigenes présentés dans la chambre antérieure induisent des
réactions immunitaires particulieres régulatrices, associées aux sys-
temes Th1 et Th2 [96]. Les cellules présentatrices de |'antigéne
(CPA), au contact d'un environnement immunosuppresseur comme
le TGF-B, acquierent un phénotype particulier permettant le déve-
loppement de lymphocytes T régulateurs (Treg), c’est-a-dire faible
expression d'effecteurs inflammatoires comme I'lL-12 et le CD40
et forte expression de molécules anti-inflammatoires, IL-10, TGF,
TSP-1(thrombospondine 1), IFN-0/B, TNFR2, IxBo., etc. Ainsi, en
présentant des antigenes oculaires aux cellules T, les CPA sont res-
ponsables de I'induction dans la rate de Treg spécifiques de ces
antigénes oculaires, rendant inactives les cellules inflammatoires
effectrices et protégeant les tissus oculaires. En revanche, ces CPA
produisent du TNF, molécule typiquement inflammatoire mais qui
présente des propriétés immunorégulatrices sur les CPA exposées
au TGF-B [95]. Cet effet passe par l'augmentation de I'expression
du récepteur au TNF, TNFR2 (p75) qui médie les effets anti-
inflammatoires du TNF au détriment des effets pro-inflammatoires
eux-mémes médiés par le TNFR1 (p55). Ainsi, la production d'IL-
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12 se trouve réduite de maniére autocrine par le TNF sécrété par
les CPA oculaires.

Mais, bien qu’IL-12 soit une cytokine clé de I'induction d'ef-
fecteurs du systeme Th1, la seule inhibition de sa synthése par
les CPA ne suffit pas a prévenir la réponse inflammatoire et
réguler les réponses immunes. Lintervention d'autres facteurs,
comme la TSP-1, I'IFN et I'lkBo, apparait indispensable. La TSP-
1, en particulier, est capable d'orchestrer les interactions entre
CPA et cellules T pour favoriser la génération de Treg. Sa liaison
au (D36 portée par les CPA la fixe a la surface cellulaire ou elle
peut alors activer le TGF-B latent produit par les CPA le rendant
ainsi disponible lors de la présentation antigénique. Ainsi, liée a
la surface des CPA, la TSP-1 crée un environnement riche en TGF-
B, méme sur des sites éloignés de I’environnement oculaire. En
outre, comme la TSP-1 peut aussi se lier a son autre récepteur, le
(D47, exprimé par les T effecteurs, elle contribue a renforcer les
interactions CPA/cellules T. En altérant le phénotype fonctionnel
des CPA dans la chambre antérieure, la TSP-1 régule a la fois
I'état pro-inflammatoire de la microglie dans la rétine et celui
des CPA dans la cornée [95]. Par ailleurs, les cellules épithéliales
pigmentées de I'iris et du corps ciliaire expriment CD86/B7.2,
(D274/PD-L1, CTLA-20. et utilisent aussi les voies dépendantes
de la TSP-1 pour générer des Treg.

Finalement, les interactions moléculaires entre cellules oculaires
et effecteurs immunitaires dépendant de la TSP-1 résultent en une
régulation de la réponse immune locale et systémique faisant de
la thrombospondine une molécule importante pour le privilege
immunitaire oculaire. Le déficit en TSP-1 compromet le privilege
immunitaire oculaire non seulement dans la chambre antérieure
et I'espace sous-rétinien mais aussi apres greffe de cornée, provo-
quant un rejet rapide [95].

m ROLE DES NERFS CORNEENS
DANS LE PRIVILEGE IMMUNITAIRE

L'ceil est innervé par trois types de nerfs : sensoriels, sympathiques
et parasympatiques. Déja en 1996, Streilein avait montré la perte
du PrlO qui accompagnait la perte des nerfs sensitifs cornéens et
la réapparition du PrlO avec la réinnervation cornéenne [98].

NERFS SENSITIFS

Les liens entre nerfs sensitifs et PrlO ont été montrés lors d'expé-
riences d'allogreffe de cornée ou le phénomene d’ACAID disparait
pendant les 8 premieres semaines post-greffe et se trouve restauré
apreés la 12¢ semaine correspondant a la réinnervation de la nou-
velle cornée. Ceci a été confirmé lors d’expériences de résection
des nerfs sensitifs cornéens [104].

NERFS SYMPATHIQUES

Leur réle dans le maintien du PrlO a été montré comme pas-
sant par un mécanisme impliquant le TGF-B lors d'expériences de
transsections chirurgicales ou de sympathectomies chimiques systé-
miques par injection de 6-OHDA. En effet, celles-ci conduisent au
rejet immunologique de tumeurs faiblement histo-incompatibles
et a |'abolition de I'ACAID, en méme temps qu‘a une diminution
du TGF-B [98].

NERFS PARASYMPATHIQUES

Aucune étude in vivo n'a montré I'implication des fibres parasym-
pathiques dans le PrlO. Mais des études in vitro ont pu mettre
en évidence les effets inhibiteurs des neuropeptides produits par
les fibres parasympathiques et produits dans I'humeur aqueuse
(VIP et somatostatine) sur la prolifération lymphocytaire et la pro-
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duction d'IFN-y. En outre, le calcitonin gene-related peptide (CGRP)
également produit par les fibres parasympathiques dans I"humeur
aqueuse empéche la production de NO (nitric oxide) par les macro-
phages activés en inhibant I'activité de la NOS2 (nitric oxide syn-
thase 2).

Finalement, tout ceci confirme I'importance du systéme ner-
veux dans le PrlO, méme s'il reste encore a déterminer par quels
mécanismes spécifiques le systéme nerveux peut supprimer I'in-
flammation autant qu'il peut la stimuler. Les principaux neuro-
transmetteurs des systemes sympathique et parasympathique sont
connus comme étant impliqués dans la régulation des phéno-
menes inflammatoires et probablement des effets similaires exis-
tent dans I'ceil.

1 Conclusion

Tout semble ainsi fait pour que la conjonctive joue un réle de sen-
tinelle, en étant extrémement réactive et efficace en cas d'agres-
sion, au contraire de la cornée, tissu dont la protection est |'enjeu
essentiel, et qui doit étre préservée de réactions inflammatoires
risquant de compromettre son intégrité. Les conséquences seraient
en effet une stimulation des cellules immunitaires locales, une
libération de médiateurs chimiotactiques, mitogénes ou angiogé-
niques, suivis d'un cedéme inflammatoire et d'une prolifération
fibroblastique, qui feraient perdre la précieuse transparence cor-
néenne. C'est probablement une des raisons pour lesquelles la cor-
née bénéficie d'un systéeme immunitaire réduit, a la différence de
la conjonctive, difficile a activer sauf en cas d'agression majeure
et spécifique. La différence fondamentale de réactivité entre ces
deux structures adjacentes, conjonctive et cornée, constitue proba-
blement une des spécificités les plus fascinantes de I'immunologie
de la surface oculaire.
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ANATOMOPHYSIOLOGIQUES DE LA DOULEUR OCULAIRE

A. ReEaux-LE Goazico,

L'essentiel

S. MELIK PARSADANIANTZ

Les douleurs chroniques oculaires sont parmi les plus invalidantes et les plus difficiles a traiter, et leurs mécanismes physiopatho-
logiques de nature neurogéne et/ou inflammatoire demeurent trés mal connus. Les cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
sont des médiateurs impliqués dans les cascades de réactions cellulaires aboutissant aux sensibilisations centrale et périphérique.
Une meilleure compréhension du réle des interactions neuro-immunitaires dans la chronicisation de la douleur oculaire est né-

cessaire.

La douleur oculaire superficielle est le symptéme cardinal d‘alerte
en réaction a une inflammation ou & un traumatisme touchant
plus particulierement les structures composant le segment anté-
rieur de I'ceil telles la cornée, la sclére, la conjonctive ou les struc-
tures uvéales.

La douleur oculaire superficielle est tout a fait remarquable par
la variabilité de I'intensité qu'elle peut générer, allant du simple
inconfort oculaire jusqu'a une douleur intense voire insuppor-
table et devenant fortement anxiogéne pour le patient. Le terme
inconfort oculaire est généralement utilisé pour définir une sensa-
tion désagréable d'intensité faible a modérée. Le simple inconfort
oculaire est fréquemment rencontré chez des personnes porteuses
de lentilles de contact, utilisant des écrans d'ordinateur pendant
une longue période quotidienne ou étant soumises a un environ-
nement climatisé. Par ailleurs, des douleurs oculaires intenses ont
souvent été rapportées chez des patients ayant subi quelques jours
auparavant des interventions chirurgicales de type photokératecto-
mie réfractive ou souffrant de kératites superficielles, en particulier
traumatiques. Toutefois, certaines données cliniques, portant sur le
ressenti de la douleur oculaire superficielle de patients, font ressor-
tir dans certains cas une absence de corrélation entre I'intensité de
leur douleur oculaire et les signes cliniques liés a leur atteinte du
segment antérieur de |'ceil. Cette dichotomie entre les signes et les
symptomes complexifie bien évidemment la compréhension des
mécanismes sous-tendant la douleur oculaire superficielle.

Les pathologies de la surface oculaire représentent un des
principaux motifs de consultation pour douleurs oculaires en
ophtalmologie. Ainsi, on estime qu'entre 15 et 25 % de la popu-
lation &gée de plus de 65 ans présente une sécheresse oculaire
symptomatique avec douleurs [1]. En outre, plus de 60 millions
de patients glaucomateux dans le monde sont traités avec des
collyres et plus de la moitié d'entre eux se plaignent de symp-
tomes douloureux et d'irritation de la surface oculaire [2]. Cette
douleur chronique de la surface oculaire entraine, au-dela de
la souffrance ressentie par les patients, une véritable atteinte
de leur qualité de vie puisqu'on estime que prés de 60 % des
patients sont génés dans leurs activités quotidiennes [3]. Paralle-
lement, 80 % de ces patients douloureux estiment que leur dou-
leur n'est pas suffisamment prise en considération [3]. Les dou-
leurs chroniques oculaires sont malheureusement parmi les plus
invalidantes et les plus difficiles a traiter, et leurs mécanismes

physiopathologique, de nature neurogéne et/ou inflammatoire,
demeurent de nos jours trés mal connus.

Définition
de la douleur

Douleur et nociception sont deux termes différents souvent consi-
dérés a tort comme synonymes. Le terme « nociception », employé
par Sherrington au début du xx siécle, caractérise un stimulus
dont l'intensité entraine des réactions de défense visant a sau-
vegarder l'intégrité de I'organisme. Ceci ne fait pas intervenir la
nature consciente de la douleur.

La définition de la douleur par I'Association internationale de
['étude de la douleur (1979) illustre bien le caractére pluridimen-
sionnel et plurifactoriel de la notion de douleur : « La douleur est
une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a
un dommage tissulaire présent ou potentiel, ou décrite en termes
d'un tel dommage. »

La douleur est dite chronique lorsqu’elle persiste au-dela de
3 mois. La douleur chronique est une maladie, contrairement a la
douleur aigué qui est un symptéme. Elle est susceptible d'affecter
de fagon péjorative et de maniére prolongée le comportement ou
le bien-étre du patient, attribuable a toute cause non maligne.

Depuis de nombreuses années, un nombre croissant de don-
nées dans la littérature montrent que les cellules non neuronales
comme les cellules immunes (macrophages et lymphocytes) et les
cellules gliales du systeme nerveux périphérique (c'est-a-dire les
cellules de Schwann et les cellules satellites) et du systéme nerveux
central (astrocytes et cellules microgliales) jouent un réle critique
dans les mécanismes de chronicisation de la douleur [4-6].

En outre, les douleurs de nature neuropathique, conséquences
directes d’une Iésion ou d’un dysfonctionnement pathologique du
systéme nerveux central ou périphérique, sont souvent caractéri-
sées par une plasticité neuronale. Cette plasticité cellulaire conduit
a une sensibilisation périphérique (augmentation de la sensibilité
et de I'excitabilité des nocicepteurs périphériques) et centrale (aug-
mentation de l'activité et de I'excitabilité des neurones de second
ordre) conduisant ainsi au développement et au maintien d‘une
douleur chronique [7, 8].



Anatomie

et physiologie
de I"'innervation
cornéenne

m ANATOMIE

La sensibilité somatique de la face, des cavités buccale et nasale,
ainsi que des méninges est assurée, pour I'essentiel, par les trois
branches du nerf trijumeau, les nerfs ophtalmique, maxillaire et
mandibulaire. Le nerf ophtalmique V1 se divise en trois branches :
frontale, lacrymale et nasociliaire. Le nerf nasociliaire se ramifie
pour donner naissance aux nerfs ciliaires courts et longs. L'anato-
mie de l'innervation cornéenne des mammiféres a été bien étu-
diée dans différentes espéces, incluant I'homme [9], le lapin, le
chat [10] et le rat [11]. Les fibres nerveuses cornéennes provien-

m Nerfs cornéens et systéme trigéminé.

Le concept de surface oculaire

nent de ces nerfs ciliaires (branche antérieure), dont 60 a 80 troncs
(contenant chacun environ 900 a 1500 axones, le champ récep-
teur de chaque axone pouvant couvrir 20 a 50 % de la surface
cornéenne) pénetrent la cornée selon une direction radiaire au
niveau du limbe dans le stroma profond, puis deviennent de plus
en plus superficiels pour former un «réseau» ou « plexus » sous
['épithélium cornéen (fig. 1-50a et b).

La densité en terminaisons nerveuses sensitives est une autre
caractéristique remarquable de la cornée : cette innervation est
la plus dense des tissus de I'organisme. Il est estimé que I'épi-
thélium cornéen comprend 300 a 600 fois plus de terminaisons
libres nerveuses que le derme et 20 a 40 fois plus que la pulpe
dentaire [12]. L'innervation de la cornée est assurée par un faible
nombre de neurones nociceptifs localisés dans le ganglion trigé-
miné ipsilatéral, cette population de neurones innervant la cornée
est estimée a environ 1 a 5% du nombre total de neurones pré-
sents dans le ganglion [13, 14]. Ce faible pourcentage de neu-
rones nociceptifs est surprenant du fait que la cornée soit le tissu
le plus richement innervé de I'organisme.

alb
c|d

a. Examen d’'une cornée humaine en microscopie confocale in vivo permettant la visualisation des nerfs cornéens. b. Image en microscopie a fluorescence de
I'immunomarquage des fibres nerveuses cornéennes de souris (échelle = 50 pm). c. Distribution immuno-histochimique des nocicepteurs contenant la subs-
tance P dans le ganglion trigéminé de souris (échelle = 100 um). d. Une stimulation douloureuse au niveau de la cornée induit |'activation de neurones de
second ordre (positifs pour le marqueur c-fos) dans le noyau trigéminé sous-caudal de rat (échelle = 100 pm).
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m MECANISMES PERIPHERIQUES
ET CENTRAUX IMPLIQUES
DANS LA DOULEUR CORNEENNE

Les messages nociceptifs cornéens prennent naissance a la périphé-
rie au niveau des nocicepteurs (récepteur sensoriel de la douleur
qui fait naitre un message nerveux lorsqu'il est stimulé) constitués
des terminaisons libres de fibres de petit calibre, myélinisées (fibres
Ad) ou non (fibres Q). Les corps cellulaires de ces afférences pri-
maires cornéennes sont regroupés au sein du ganglion trigéminé
ou ganglion de Gasser chez I'homme. Ces prolongements centraux
des fibres périphériques trigéminales se distribuent ensuite dans le
complexe sensitif du nerf trijumeau qui constitue le premier relais
central des informations somesthésiques orofaciales (fig. 1-51).

Tout au long de son trajet nerveux, le message nociceptif fait
I'objet de modulations, soit facilitatrices, soit inhibitrices. La rup-
ture de I"équilibre peut étre due soit a une hyperactivation des
fibres sensitives de petit calibre (c’est-a-dire une douleur par excés
de nociception), soit par défaut d'inhibition périphérique ou cen-
trale (une des caractéristiques de la douleur neuropathique).

m CLASSIFICATION DES NOCICEPTEURS
CORNEENS

Des études électrophysiologiques réalisées sur des terminaisons
nerveuses libres, individuelles ont permis de mettre en évidence

iné de la cornée
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I'existence de différentes populations de neurones sensoriels cor-
néens [15]. Ainsi, les nocicepteurs polymodaux sont des terminai-
sons de type Ad et C répondant a des stimulations mécaniques,
thermiques (température supérieure a 39 °C) ou chimiques (subs-
tances exogenes et médiateurs de l'inflammation). Ces récepteurs
polymodaux représentent la majorité des fibres cornéennes soit
environ 70 % de la population totale des fibres cornéennes. Lors
d'une forte stimulation, leur activation continue malgré I'arrét du
stimulus, ce qui prolonge la sensation douloureuse de type brdlure.

Environ 15 a 20 % des axones périphériques innervant la cor-
née répondent uniquement aux stimulations mécaniques, ce sont
les mécanonocicepteurs. Cette catégorie de fibres faiblement myé-
linisées, de diamétre moyen, a une vitesse de conduction rapide.

Une troisieme catégorie de nocicepteurs est constituée par
les récepteurs au froid qui représente environ 10 a 15 % de la
population totale des fibres cornéennes. Ces terminaisons libres,
de type Ad et C, vont décharger spontanément au repos et aug-
menter leur activité électrique quand la température de la sur-
face cornéenne (se situant aux alentours de 33 °C) diminue, alors
qu'elles deviennent transitoirement silencieuses quand la cornée
se réchauffe [16]. Ce dernier type de fibres permet le réflexe de
clignement spontané déclenché par le refroidissement lié a I'éva-
poration des larmes, constituant de véritables sentinelles de I'inté-
grité du film lacrymal.

Notons que la répartition tissulaire de ces trois catégories de
nocicepteurs n‘est pas homogéne au niveau de la cornée. Ces

B. Inflammation neurogéne

Cellules épithélisles cornéennes

) Chimiwactme 58
) eracivaton | e\

des ceilues \,)
s
e S

°®
Neuromidistenrs

de Inflsmmes )

Message

Substance grise
périaqueducale

‘;\\ Neurone

de second ordre

|/
L \:‘/ Ganglion |
\“/ trijumeau Neurone
\ / \ nociceptif
5 A J) primaire
+
14
H Sous-noyau caudal
du complexe sensitif
du trijumeau
|
eennes —— Ipsilatérale Voies modulatrices
noctceptiv dantes ©:  ------- Controlatérale descendantes

nocicepti

Nomepxeu{s Canaux sodiques
Potentiels d'action

douloureux

N O @\wn«.w“
T

i ?*!?-;A' o PR
Canaux TRPY,
TARPA, TRPM

#e+— ) Fropagalion —

WP

C. Activation des nocicepteurs cornéens

m Schématisation du systéme nociceptif trigéminé de la cornée adapté de Rosenthal et Borsook [34].

a. Les messages nociceptifs prennent naissance au niveau des nocicepteurs périphériques cornéens dont les corps cellulaires sont localisés dans le ganglion tri-
jumeau et qui envoient des prolongements centraux dans le complexe sensitif du trijumeau ou ils font relais avec les neurones de second ordre. L'information
nociceptive est alors transmise vers les centres supérieurs (thalamus et cortex somatosensoriel). Par ailleurs, I'information nociceptive est modulée par des voies
descendantes en provenance du thalamus, de I'amygdale et de la substance grise péri-aqueducale. b. Inflammation neurogéne adapté de Chiu et al. [35]. Lors
d’une atteinte cornéenne, les fibres nerveuses nociceptives libérent des neuromédiateurs capables d'influer sur le chimiotactisme des cellules leucocytaires et la
réponse immunitaire. Cette inflammation locale conduit a une excitabilité des terminaisons nerveuses donnant naissance a un message nociceptif. c. Activation
de nocicepteurs cornéens adapté de Rosenthal et Borsook [34]. Les stimuli douloureux activent les récepteurs canaux de type TRP conduisant a I’activation des
canaux sodiques voltage-dépendants, générant des potentiels d'action qui se propagent le long de I'axone.



nocicepteurs possedent une localisation tissulaire bien spécifique
qui a été parfaitement décrite par Belmonte et al. [17] et qui est
illustrée sur la figure 1-52.

m MEDIATEURS IMPLIQUES DANS
LA MODULATION DE LA DOULEUR
CORNEENNE

Une grande variété de neuropeptides est exprimée dans les neu-
rones sensoriels primaires des ganglions trigéminés. Ces neuro-
peptides sont transportés le long des fibres périphériques et cen-
trales. Il est bien établi que les fibres nerveuses nociceptives de
type C sont principalement divisées en deux contingents en fonc-
tion de leur contenu neurochimique : certaines fibres contiennent
des peptides nociceptifs comme la substance P (SP) (fig. 1-50c)
ou le CGRP (calcitonin gene related peptide), tandis que d'autres
en sont dépourvues, mais sont néanmoins capables de se fixer de
fagon spécifique a une lectine, I'isolectine B4 [7].

Parmi les neuropeptides autres que la SP et le CGRP impliqués
dans I'information sensorielle, la neurokinine, la cholecystokinine,
la somatostatine, le peptide vaso-intestinal, le neuropeptide Y et la
chimiokine CCL2 (cytokine chimiotactique) sont également exprimés
dans le ganglion trijumeau [18].

La présence et le role fonctionnel de ces différents peptides
n‘ont pas été complétement documentés et la liste est bien évi-
demment non exhaustive. Cependant, plusieurs études ont mon-
tré qu’environ 50 % des neurones cornéens sont immunopositifs
pour le CGRP, 20 % de ces neurones contenant également la SP et
la neurokinine A, et que tous sont impliqués dans I'inflammation
neurogene [8, 19-21]. D'un point de vue fonctionnel, I'activation
de ces terminaisons libres sensorielles induit une libération des
neuropeptides vasoactifs (CGRP et SP) et chimiotactiques (CCL2,
CXCL12) pour les cellules immunes. Linflammation neurogéne qui
en résulte se traduit par une vasodilatation, I'extravasation des
cellules immunes et la libération dans les tissus environnants de
substances algogenes capables de stimuler les nocicepteurs des
fibres cornéennes trigéminales, conduisant ainsi a une sensibilisa-
tion périphérique et a une activation de neurones de second ordre
(fig. 1-50d) et jouant un réle dans la sensibilisation centrale dont
les mécanismes sont décrits ci-dessous.

Distribution des champs récepteurs nocicepteurs, modifié
d‘aprés Belmonte et al. [17].

Sur ce schéma sont représentés : la distribution et la surface occupée par les
champs récepteurs des nocicepteurs mécaniques a bas (1) ou haut (2) seuil,
des récepteurs au froid (4) et des nocicepteurs polymodaux (3) sur la surface
oculaire, les procés ciliaires et I'iris.

Le concept de surface oculaire

m NEURO-INFLAMMATION,
SENSIBILISATION PERIPHERIQUE
ET CENTRALE ET HYPERALGIE
CORNEENNE

Lorsqu'un nerf est lésé, des médiateurs pro-inflammatoires,
cytokines pro-inflammatoires, chimiokines, prostaglandines,
histamine, sérotonine, bradykinine, et le facteur de croissance
nerveuse (nerve growth factor [NGF]) sont libérés non seulement
par le nerf 1ésé mais également par les cellules dendritiques et
immunes recrutées sur le lieu de la Iésion.

Il est bien défini qu'une atteinte de la cornée va conduire a
une réponse inflammatoire qui se caractérise par une infiltration
de cellules immunes dans le stroma et |"épithélium (lympho-
cytes T, macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles) [22]
a partir des vaisseaux du limbe. Ces cellules immunes vont
alors produire sur le site 1ésé des cytokines et des chimiokines
jouant un réle central dans la communication entre les cellules
immunes et les terminaisons nociceptives. Ainsi, |'activation des
récepteurs aux cytokines pro-inflammatoires et, par la méme,
les voies de signalisation qui en découlent conduisent a la
phosphorylation de protéines membranaires incluant les canaux
TRP (transient receptor potential) voltage-dépendants et locali-
sés sur les terminaisons nerveuses [23]. Ces mécanismes cellu-
laires vont ainsi modifier la probabilité d’ouverture des canaux
ioniques des terminaisons libres nociceptives et abaisser le seuil
d'excitabilité des nocicepteurs, contribuant a un phénomeéne
de plasticité dit de sensibilisation périphérique. L'arrét de ces
stimulations nociceptives va interrompre de facon temporaire
leur activité, mais réapparaitra quelques secondes aprés comme
étant plus soutenue.

De plus, ces nocicepteurs activés vont libérer la SP et le CGRP,
des chimiokines qui vont contribuer a la réaction inflammatoire
neurogene. Ces médiateurs de I'inflammation sont donc respon-
sables de l'augmentation de la sensibilité et de la réponse a une
stimulation nociceptive conduisant a une douleur spontanée et
une hyperalgie [24]. En outre ces interactions neuro-immunes sont
particulierement importantes dans la cornée, en raison de la forte
densité de terminaisons nerveuses.

B SENSIBILISATION CENTRALE

Une douleur ectopique prolongée va initier une cascade de chan-
gements moléculaires, cellulaires dans I'ensemble des structures
composant la voie nociceptive : du complexe sensitif du nerf tri-
jumeau (premieére synapse dans le tronc cérébral) au thalamus,
jusqu'au cortex somatosensoriel et les structures adjacentes. Ces
changements phénotypiques peuvent devenir persistants et mal
adaptés, résultant en une sensibilisation centrale et générant des
signaux douloureux centraux qui continuent méme en |'absence
de stimulation douloureuse.

Les phénomenes de neuroplasticité centrale, qui ne sont pas
I'apanage des douleurs neuropathiques car ils peuvent aussi s'ob-
server dans les douleurs postopératoires, seraient probablement a
I'origine de la chronicisation de ces douleurs si celles-ci ne sont
pas traitées le plus efficacement possible dés la période péri-
opératoire.

Parmi les différents mécanismes impliqués dans cette sensibili-
sation centrale, un ensemble de données expérimentales récentes
a mis I'accent sur le role des interactions neuro-immunes, médiées
par les cytokines et les cellules gliales [25]. Cependant, les méca-
nismes cellulaires et moléculaires mis en jeu dans la centralisation
de la douleur cornéenne restent mal connus.
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