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Une cornée artificielle

La cornée est la premiere fenétre a
recevoir la lumiére qui nous parvient
a travers I’ceil mais aussi la premiere
barrieére entre I'extérieur et 'inté-
rieur de notre ceil. Elle doit donc
remplir plusieurs conditions: tout
d’abord la transparence pour per-
mettre la vision et aussi protéger
I'intérieur de notre ceil contre les
traumatismes chimiques, environne-
mentaux, et physiques. La cornée est
constituée de trois couches cellu-
laires superposées: la couche externe
composée de cellules épithéliales, la
couche médiane ou stromale riche
en collagene, qui contient les kérati-
nocytes, et la couche interne formée
de cellules endothéliales. La cornée
étant avasculaire, ce sont les cellules
endothéliales de la couche interne,
communiquant avec 1’humeur
aqueuse, qui assurent le transport de
I'eau et des nutriments et permettent
le maintien d’un équilibre hydroélec-
trolytique a l'intérieur des trois
couches cellulaires.

Les études fondamentales et toxico-
logiques sur la cornée sont principa-
lement conduites sur des modéles
animaux, notamment le lapin.
Cependant, les réactions cellulaires
et cicatricielles des cornées de lapin
sont trés différentes de celles qui
sont observées aussi bien in vivo qu’in
vitro chez I’homme [1]. De plus,
I’étude des cornées humaines est
limitée par la difficulté de leur obten-
tion, car elles sont principalement
utilisées pour les greffes. La descrip-
tion récente, par des équipes améri-
caine et canadiennes, de la construc-
tion d’'une cornée artificielle in vitro
pourrait donc représenter un atout
majeur pour ces études [2].

Nous avons réussi a agencer, a partir
de cellules humaines, les trois
couches successives de la cornée tout
en préservant la transparence et la
résistance, et en conservant les pro-
priétés physiologiques, biochimiques
et morphologiques de chacune de

ces couches. Des lignées de cellules
humaines immortalisées ont été
développées a partir de cellules iso-
lées de chaque couche de la cornée,
puis leurs propriétés, notamment
electrophysiologiques [3], ont été
comparées a celles de cellules frai-
chement isolées. Seules les lignées
épithéliales, endothéliales et kérati-
nocytaires se rapprochant le plus des
cellules normales ont été utilisées
pour la reconstruction de cornée in
vitro. La matrice tissulaire utilisée est
constituée de collageéne et de chon-
droitine sulfate. Brievement, la
construction suit les étapes suivantes:
une fine couche de cellules endothé-
liales est d’abord mise en culture,
puis un mélange de cellules stro-
males et de protéines de support est
étalé sur cette couche cellulaire, et
enfin les cellules épithéliales recou-
vrent le tout. Lorsque cette derniére
couche est confluente, les cellules

sont soumises constamment a une
interface airliquide afin d’imiter in
vitro ’humidification par les larmes
lors des mouvements des paupiéres.
Apres quinze jours de culture, cette
cornée artificielle a gardé sa pro-
priété de transparence (figure 1).
L’examen en microscopie électro-
nique montre que les cellules sont
actives sur le plan métabolique, avec
de nombreuses mitochondries et un
réticulum endoplasmique abondant.
Comme dans une cornée humaine
normale, la création d’une lésion de
la cornée reconstruite induit une
réaction cicatricielle avec augmenta-
tion de I’expression de certains génes
comme ¢fos et de ceux codant pour
I'IL-1, I'IL-6, le bFGF, le VEGF et le
collagéne de type I. De méme,
I’exposition a des agents irritants
comme les détergents entraine une
opacification de la cornée recons-
truite.
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Figure 1. Equivalent cornéen. L’équivalent cornéen reconstruit in vitro (3
droite) présente de nombreuses caractéristiques d’une cornée humaine nor-
male (a gauche), en particulier la transparence comme en témoigne la visibi-
lité de la lettre « E» placée au-dessous de chaque cornée.
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Ces résultats montrent donc que
I’équivalent cornéen humain pré-
sente de nombreuses caractéristiques
d’une cornée normale. Si cette cor-
née artificielle est loin d’étre dispo-
nible pour des greffes, elle devient
un outil trés utile pour étudier les
effets des produits comme les cosmé-
tiques, les toxiques, les lessives, les
savons, et les médicaments avant leur
utilisation humaine, et pourrait donc
représenter une alternative intéres-
sante a I’expérimentation animale.
Elle ouvre de plus la voie a des
études fondamentales plus approfon-
dies sur la régénération de la cornée

aprés une blessure de I'ceil. La possi-
bilité de reconstruire des cornées
completes a partir de quelques cel-
lules prélevées chez un patient ne
sera peut-etre plus un réve inacces-
sible...
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EEE Les puces au secours de la
vieillesse. L’analyse du processus du
vieillissement suscite beaucoup
d’intérét (et d’espoir!) et plusieurs
données récentes, expérimentales
(Ie clonage de Dolly) ou tirées de
I’étude de maladies génétiques
humaines (syndrome de Hutchin-
son Gilford, syndrome de Werner
[m/s 1999, n°1, p.131]) suggerent
que le vieillissement peut étre
induit « prématurément». Quelle
est donc la base génétique de ce
processus ? (m/s 1999, n°3, p.392).
Grace aux puces a ADN, le groupe
de R. Lerner et P. Schultz du Scripps
Research Institute [1] révele dans
Science que le vieillissement induit
des modifications de I’expression
de génes qui controlent la mitose,
et notamment la séparation des
chromosomes. Cette étude con-
firme qu’il n’y a pas, dans les fibro-
blastes cultivés a partir de la peau
de sujets agés, un déreglement mas-
sif de l’expression des geénes,
puisque moins de 1% de ceux qui
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ont été étudiés (61 sur 6300) ont
un niveau d’expression significative-
ment modifié. Un travail récent [2],
évoqué dans ces colonnes (m/s
1999, n°11, p. 1292), abordait la
méme question, mais en partant de
cellules musculaires quiescentes,
alors que R. Lerner et P. Schultz uti-
lisent des fibroblastes de peau de
sujets sains d’age différent et aussi
de patients atteints de progeria. Les
deux études s’accordent sur le petit
nombre de génes affectés, mais
ceux qui sont atteints dans les deux
études sont en revanche tres diffé-
rents, comme si les cibles du pro-
cessus de vieillissement variaient en
fonction du type cellulaire. Schéma-
tiquement, dans les fibroblastes des
sujets agés (et dans ceux des
patients atteints de progeria), deux
catégories de genes sont atteintes :
ceux qui codent pour des compo-
sants de la matrice extracellulaire
(essentielle dans la structure de la
peau) (31 %), et ceux qui contrd-
lent le cycle mitotique (25%), que

ce soient la transition G2/M ou la
ségrégation des chromosomes. Dans
ce dernier groupe, il s’agit d’une
diminution d’expression. Le dys-
fonctionnement de genes contro-
lant les divisions cellulaires pourrait
entrainer une instabilité génétique
et des aberrations chromosomiques
qui expliqueraient certaines patho-
logies caractéristiques des sujets
agés. Une pléiade d’autres genes
sont aussi concernés, par exemple
ceux intervenant dans le métabo-
lisme osseux et articulaire, comme
I’ostéoprotégérine, trés a la mode
(m/s 1999 n°8/9 p. 890)... Prudence
cependant car cette étude ne
concerne qu’'un seul type de cel-
lules, les fibroblastes, de plus culti-
vés in vitro pendant plusieurs géné-
rations.

[1 Ly DH, et al. Science 2000; 287:
2486-92.]
[2 Lee CK, et al. Science 1999 ; 285:
1390-4.]
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