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La technologie des cellules souches limbiques
de la cornée : élargissement des options
pour la culture et la greffe cellulaires
PAR HALL F. CHEW, M.D., FRCSC

L’utilisation de la technologie des cellules souches comme thérapie médicale est passion-
nante, et l’ophtalmologie ouvre la voie dans ce domaine. Avec nos connaissances
anatomiques et histopathologiques, la visibilité de l’œil facilite l’évaluation des traitements
par greffe de cellules souches comparativement à d’autres organes neurologiques et
viscéraux du corps humain. La plupart des débats sur les cellules souches ophtalmiques
porte sur les pathologies du segment antérieur, mais il reste beaucoup à apprendre sur la
complexité de la différenciation des cellules rétiniennes, leur innocuité et l’intégration
appropriée de ces cellules dans les systèmes neuro-rétiniens extrêmement complexes1. Étant
donné que les cellules souches limbiques (CSL) de la cornée sont déjà bien définies et
permettent une évaluation plus facile, la technologie des cellules souches ophtalmiques est
principalement utilisée dans le traitement du segment antérieur depuis 19972. Dans le
présent numéro d’Ophtalmologie – Conférences scientifiques, nous fournissons un aperçu des
normes actuelles utilisées pour le traitement des affections associées à une déficience en
cellules souches limbiques et examinons les technologies thérapeutiques récentes utilisant
l’expansion ex vivo de CSL cultivées de la cornée.

Déficience en cellules souches limbiques de la cornée

Les cellules épithéliales de la cornée sont autorenouvelables : les cellules épithéliales
squameuses se renouvellent tous les 7 jours. Les CSL de la cornée sont constituées d’un
épithélium non kératinisé, squameux et stratifié et sont situées dans la couche basale de
l’épithélium dans la zone de transition entre les cellules épithéliales cornéennes et conjoncti-
vales. Les CSL empêchent l’épithélium conjonctival d’envahir l’épithélium cornéen. On pense
également qu’elles sont une source de renouvellement de l’épithélium cornéen3.

Les symptômes cliniques de la déficience en CSL incluent une vision réduite, une photo-
phobie, des larmoiements, un blépharospasme, une inflammation chronique et une hyperémie
ainsi que des épisodes douloureux récurrents4. L’examen à la lampe à fente montre des anomalies
épithéliales récurrentes et persistantes, du tissu cicatriciel, une calcification, une conjonctivali-
sation de la cornée, une néovascularisation superficielle de la cornée, une réduction de la
production de mucine et de larmes aqueuses, la kératinisation de l’ensemble de la surface
oculaire, une ulcération et une fonte stromale conduisant à la perforation4.

Une déficience en CSL peut être due à de nombreuses causes et sa sévérité peut varier de
légère, comme on le voit dans l’usure créée par les lentilles de contact (Figure 1) à sévère, dans le
cas par exemple de brûlures chimiques (Figure 2) et de pemphigoïde cicatricielle oculaire (PCO ;
Figure 3). Les causes de la déficience en CSL sont les suivantes : aniridie, dysplasie ectodermique,
toxicité due à des médicaments topiques, lésions chimiques ou thermiques, rayonnement,
syndrome de Stevens-Johnson (SSJ), PCO, cryothérapie, chirurgies multiples, port de lentilles de
contact, néoplasie intra-épithéliale de la conjonctive et kératite microbienne4.

L’évolution de la greffe de cellules souches limbiques

En 1965, Barraquer5 a décrit la première autogreffe de cellules souches utilisant de
l’épithélium cornéo-limbo-conjonctival prélevé d’yeux sains de patients ayant subi des brûlures



CSL, la déficience subtotale en CSL est définie comme une
déficience de plus de 50 % des CSL et la déficience totale
en SCL est définie comme la perte de la population entière
de CSL. Dans les cas de déficience partielle légère en CSL,
où l’axe visuel central n’est pas touché et où le patient a
conservé une bonne acuité visuelle, seule l’observation du
patient est nécessaire. Des mesures conservatrices telles
que la lubrification et l’élimination de toute cause respon-
sable potentielle (i.e. port de lentilles de contact) doivent
être prises. La déficience partielle symptomatique en CSL
accompagnée d’irritation, de baisse de la vision et de
signes de conjonctivalisation de la cornée, nécessite un
débridement mécanique de l’épithélium conjonctival de la
surface de la cornée avec des visites de suivi fréquentes11.
Ces mesures permettent à l’épithélium cornéen de guérir
dans la région débridée.

Dans les cas de déficience sévère en CSL, il existe
diverses interventions chirurgicales pour greffer des CSL,
afin de former une nouvelle source d’épithélium cornéen
après le débridement de l’épithélium irrégulier et de la
néovascularisation à la surface de la cornée. En 1996,
Holland et ses collaborateurs8 ont élaboré un système de
classification pour le traitement chirurgical de l’atteinte
sévère de la surface oculaire sur la base de 3 facteurs : la
source de tissu utilisée, la réalisation d’une autogreffe ou
d’une allogreffe et (s’il s’agit d’une allogreffe), si elle provient
d’un donneur apparenté vivant ou d’un donneur décédé. La
greffe de CSL nécessite également le prélèvement de tissu
avec son support, étant donné qu’il est impossible de trans-
planter des CSL uniquement, d’où la nécessité de tissu
conjonctival (greffe limbo-conjonctivale), de tissu cornéen
(greffe kérato-limbique) ou les deux comme support pour
les CSL4. Les quatre sections suivantes décrivent chaque
groupe dans ce système de classification.

Autogreffe limbo-conjonctivale (AULC)

Dans l’AULC, le tissu limbique avec un support
conjonctival est prélevé dans l’œil contro-latéral sain et est
greffé dans l’œil déficient en CSL. Étant donné que c’est
une autogreffe, un traitement immunosuppresseur
systémique n’est pas nécessaire, ce qui est un immense
avantage par rapport à l’allogreffe. L’AULC ne peut être

chimiques unilatérales. La kératoépithélioplastie a été
décrite par Thoft6 en 1984, celle-ci utilisant les lenticules
cornéennes de globes oculaires entiers. La première greffe
moderne de CSL a été décrite en 1989 par Kenyon et
Tseng7 sur des patients présentant une atteinte unilatérale
des CSL qui a permis la stabilisation de la surface oculaire
dans 19 des 20 yeux. D’autres améliorations de cette tech-
nique ont permis d’optimiser le prélèvement et la greffe de
plus grandes quantités de conjonctive et de CSL sur la
surface oculaire de l’œil du receveur8-10. En 1997, Pellegrini
et coll.2 ont été les premiers à décrire l’utilisation avec
succès d’épithélium cornéen autologue cultivé pour la
restauration de la surface oculaire chez deux patients
présentant des brûlures alcalines unilatérales sévères. Le
succès de ces interventions a conduit aux progrès les plus
récents réalisés dans la technologie des CSL avec l’expan-
sion ex vivo de CSL de l’épithélium cornéen cultivées à des
fins de greffe.

Traitement actuel de la déficience en CSL

La déficience partielle en CSL est définie comme une
déficience de moins de 50 % de la population entière de

Figure 1 : Déficience partielle légère en cellules souches
limbiques due au port de lentilles de contact. À noter la
conjonctivalisation avec néovascularisation superficielle de
la cornée à 11 heures.

Figure 2 : Échec d’une kératoplastie pénétrante réalisée en
raison d’une déficience subtotale en cellules souches
limbiques due à une brûlure chimique.

Figure 3 : Déficience totale en cellules souches limbiques
due à une pemphigoïde cicatricielle oculaire. Kératinisation
complète de la surface oculaire avec perte des fornix.



Allogreffe kérato-limbique (ALKL)

Dans l’ALKL, le receveur reçoit du tissu limbique avec
son support de tissu cornéen prélevé sur des yeux de
donneur décédé. Ce type de greffe permet de greffer une
plus grande quantité de CSL dans l’œil receveur. L’ALKL est
idéale dans les cas de déficience bilatérale sévère en CSL,
pour les patients présentant une déficience unilatérale en
CSL n’étant pas désireux de risquer une déficience en CSL
dans leur meilleur œil avec une AULC, ou chez les patients
qui ne peuvent pas bénéficier d’ALLC-DVA provenant d’un
donneur vivant apparenté désireux de faire don de ses
cellules. L’ALKL est idéale pour des affections telles que
l’aniridie et la déficience iatrogène en CSL avec atteinte
conjonctivale légère ou modérée18. Cependant, l’ALKL
seule ne doit pas être réalisée chez les receveurs présen-
tant un film lacrymal inadéquat19, une inflammation active
significative et/ou une atteinte conjonctivale avec kératin-
isation de la surface oculaire due à la perte de CSL et de
cellules souches épithéliales conjonctivales20. Comme nous
l’avons mentionné précédemment, les allogreffes nécessi-
tent un traitement immunosuppresseur systémique. La
technique chirurgicale de cette intervention a été décrite
en détail13,14,21.

Allogreffe kérato-limbique et
conjonctivale combinée (LGKL-C)

Dans l’ALKL-C, le receveur bénéficie d’une ALKL ainsi
que d’une ALLC-DVA. C’est l’intervention de choix dans les
cas d’atteinte de la surface oculaire entraînant la formation
de tissu cicatriciel, telle que dans le SSJ, le PCO et les
brûlures chimiques sévères. La greffe conjonctivale fournit
des cellules caliciformes fonctionnelles additionnelles pour
améliorer la production de mucine dans la couche de
larmes. Dans ces cas, la reconstruction du fornix conjonc-
tival et des paupières est nécessaire. La collaboration avec
un chirurgien oculoplasticien et possiblement un otorhi-
nolaryngologiste (pour le prélèvement de muqueuse
nasale à partir des cornets inférieurs) est nécessaire13,14. Un
traitement immunosuppresseur systémique doit être
administré.

La technologie des cellules souches et la
thérapie cellulaire épithéliale cornéenne

Il existe trois types de lignées de cellules souches : les
cellules souches embryonnaires humaines (CSEh),
les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) et les
cellules souches tissulaires. Les cellules souches initiales,
les CSEh, proviennent de blastocystes humains et sont
pluripotentes. Cependant, ces cellules sont associées à la
tumorigenèse et à des problèmes de rejet immunologique.
Les CSPi se sont différenciées des CSEh. Cependant, la
culture de ces cellules produit un faible rendement avec
des lignées cellulaires inconstantes. Les cellules souches
tissulaires sont des cellules souches qui se sont à leur tour
différenciées et qui sont des cellules progénitrices unipo-
tentes ayant une tumorigénicité minime et induisant une
très faible réaction immunologique.

Les CSL de la cornée sont un exemple de cellules
souches tissulaires qui ont été identifiées et utilisées avec
succès pour réparer les atteintes de la surface oculaire. Les

utilisée que dans les cas de déficience unilatérale en CSL
comme dans les brûlures unilatérales. Il faut faire preuve
de prudence en raison des risques pour l’œil donneur sain
de développer une déficience iatrogène en CSL due au
prélèvement de ses CSL aux fins d’une greffe12. On ne peut
avoir recours à l’AULC que lorsque l’œil donneur contro-
latéral a une surface oculaire saine sans risque de défi-
cience future en CSL (p. ex. PCO ou SSJ asymétrique, ou
antécédents de traumatisme de la surface oculaire).

Deux autogreffons limbo-conjonctivaux de forme
trapézoïdale sont prélevés, chacun d’environ 6 mm au
niveau du limbe, s’étendant sur 5 à 8 mm postérieurement
dans la conjonctive bulbaire, avec une extension
antérieure dans la cornée antérieurement aux palissades
de Vogt. Ils sont généralement prélevés sur les méridiens
de 12 heures et de 6 heures de l’œil donneur. L’attention
est dirigée vers l’œil receveur. Une péritomie de 360° est
réalisée avec l’excision de la conjonctive bulbaire qui
s’étend postérieurement dans les quadrants supérieur et
inférieur pour permettre le placement de deux autogref-
fons limbo-conjonctivaux de forme trapézoïdale. On
effectue ensuite une kératectomie superficielle de
l’ensemble de la surface cornéenne, en débridant l’ép-
ithélium irrégulier et le pannus. Les autogreffons limbo-
conjonctivaux sont ensuite suturés par des points séparés
de filament de nylon 10-013,14.

Allogreffe limbo-conjonctivale provenant d’un
donneur vivant apparenté (ALLC-DVA)

Dans l’ALLC-DVA, du tissu limbique sain avec son
support conjonctival est prélevé chez un donneur vivant
apparenté et greffé sur le patient. Chirurgicalement, la
technique est similaire à l’AULC, mais deux interventions
chirurgicales séparées sont nécessaires. Comparativement
à l’allogreffe kérato-limbique (ALKL), l’ALLC-DVA qui
utilise du tissu conjonctival convient aux patients présen-
tant une atteinte de la conjonctive. L’avantage de l’ALLC-
DVA comparativement à l’AULC est qu’on peut l’utiliser
chez des patients présentant une déficience bilatérale en
CSL, par exemple dans le SSJ et le PCO15,16. Cependant,
contrairement aux autogreffes, les allogreffes présentent
un risque de rejet, et il est donc nécessaire d’administrer
un traitement immunosuppresseur systémique ou topique
aux patients17.

Les chirurgiens doivent sélectionner les patients
receveurs et les donneurs sur la base de critères stricts. Le
receveur doit être médicalement apte à recevoir, très prob-
ablement pour la vie, un traitement immunosuppresseur
systémique. Le patient doit observer son traitement et se
présenter aux consultations postopératoires avec le
chirurgien ayant réalisé la greffe et les médecins chargés
du suivi de la greffe, et doit également pouvoir se
conformer à la surveillance et aux examens héma-
tologiques postopératoires rigoureux. Les donneurs
doivent être examinés à la recherche d’un risque potentiel
de déficience iatrogène future en CSL. Seule une quantité
limitée de CSL peut être prélevée sur le donneur et un
moins grand nombre de CSL peut donc être greffé. Les
patients présentant une déficience limitée en CSL sont
donc plus aptes à recevoir une ALLC-DVA que ceux
présentant une déficience totale en CSL13,14.
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(fibroblastes 3t3). La membrane amniotique joue
également le rôle de membrane basale permettant la
migration cellulaire.

La membrane amniotique est un substrat qui
permet aux CSL de survivre et de proliférer.
Cependant, son utilisation nécessite des examens
coûteux chez le donneur, et la possibilité de la trans-
mission d’une maladie virale existe. La membrane
amniotique est également coûteuse, elle n’est pas
facilement disponible et elle est semi-opaque, ce qui
peut affecter la vision après l’intervention. Les méth-
odes de traitement de la membrane amniotique sont
variables et peuvent rendre l’amnios inutilisable
comme substrat pour la culture de CSL. On a noté
que l’utilisation de glycérol comme agent cryopro-
tecteur lors du traitement de la membrane amnio-
tique altère l’expansion des CSL, contrairement à
uniquement employer d’une membrane amniotique
congelée.

Divers autres substrats ou technologies ont été
utilisés pour la greffe d’épithélium cornéen. Ceux-ci
incluent : un substrat de fibrine ayant donné de bons
résultats pendant un suivi de plus de 10 ans32,33 ; une
nouvelle technologie de manipulation de feuillets
cellulaires utilisant des boîtes de culture thermosen-
sibles 34; la polymérisation par plasma d’acide
acrylique pour recouvrir une lentille de contact
pansement utilisée pour cultiver, transporter et immo-
biliser le tissu 35; des feuillets dépourvus de support
utilisant une colle de fibrine commercialisée36 ; et un
sérum autologue incorporé dans le milieu de culture
par une lentille de contact souple approuvée par la
Food and Drug Administration américaine utilisée
comme substrat, support et pansement pour protéger
l’œil pendant la greffe et la guérison37.

Autres sources de cellules épithéliales
de la cornée pour les greffes

La greffe autologue de CSL et l’expansion ex vivo
de CSL cultivées de l’épithélium cornéen ne nécessi-
tent pas l’administration d’un traitement immunosup-
presseur systémique. Cependant, dans les cas de défi-
cience bilatérale totale en CSL où l’on ne peut pas
prélever et cultiver pour leur expansion des CSL de
l’épithélium cornéen autologue, il faut avoir recours
à une allogreffe d’un donneur vivant apparenté ou
d’un donneur décédé et administrer un traitement
immunosuppresseur systémique à long terme.
L’immunosuppression est associée à un risque accru
de complications oculaires et systémiques graves.

D’autres sources de cellules épithéliales auto-
logues ont été étudiées afin d’éviter la nécessité d’un
traitement antirejet immunosuppresseur systémique
chez des patients présentant une déficience bilatérale
sévère en CSL. Les cellules épithéliales de la
muqueuse buccale38-41, les cellules souches mésenchy-
mateuses42 et les cellules souches des follicules capil-
laires43 pourraient être d’autres sources possibles.

La réplication in vitro de CSEh pluripotentes
issues de blastocystes a été réalisée avec succès44.

CSL fournissent une source de renouvellement
épithélial de la cornée. Elles sont constituées d’un
épithélium non kératinisé, squameux et stratifié et
sont situées dans la couche basale de l’épithélium
dans la zone de transition entre les cellules
épithéliales cornéennes et conjonctivales, appelée la
niche de CSL. La microscopie confocale montre
comment une lésion du limbe affecte la niche de CSL.

Expansion ex vivo des cellules souches
limbiques de l’épithélium cornéen

La kératoplastie pénétrante est associée à un
pronostic médiocre chez les patients présentant une
déficience sévère en CSL. La greffe de CSL peut opti-
miser le taux de succès. Cependant, des risques sont
associés à l’induction d’une déficience en CSL dans
l’œil donneur et un traitement immunosuppresseur
systémique est nécessaire si l’allogreffe provient d’un
donneur vivant apparenté ou un donneur décédé.

En 1997, Pellegrini et ses collaborateurs2 ont été les
premiers à traiter avec succès deux patients présentant
une déficience totale en CSL par la culture d’épi-
thélium cornéen autologue. Une biopsie limbique de
1 mm2 a été réalisée sur l’œil controlatéral sain des
patients. Le tissu biopsique a été ensuite haché et
traité avec de la trypsine, et les CSL ont été isolées et
cultivées sur un plastique en utilisant une couche
nourricière de fibroblastes 3t3 de souris irradiées à
une dose léthale. Les cellules progénitrices de l’épi-
thélium cultivées ont été ensuite transplantées dans
l’œil receveur en utilisant une lentille de contact
souple comme support. Après un suivi de plus de
deux ans, les chercheurs ont noté une réépithélialisa-
tion de l’ensemble de la cornée chez les deux patients.
Cette étude de référence offre une nouvelle perspec-
tive pour le traitement de la déficience en CSL en
réduisant le risque de morbidité chez le donneur et en
maintenant une source autologue.

Dans les cas de déficience bilatérale en CSL telle
que dans l’aniridie et le SSJ, une greffe allogénique de
CSL, provenant d’un donneur vivant apparenté ou
d’un donneur décédé, est nécessaire. Les rapports
appuient cette technique, mais un succès à long
terme n’a pas encore été établi23,24.

Membrane amniotique et
autres substrats-supports

La membrane amniotique humaine, la paroi
interne du sac membraneux où se trouve l’embryon
pendant la grossesse, est le substrat-support utilisé le
plus fréquemment pour la culture et la greffe de CSL.
La membrane amniotique fournit une niche favorable
à la culture de CSL et assure leur survie et leur fonc-
tionnalité. La membrane amniotique comprend des
médiateurs anticicatrisants, anti-angiogéniques et
anti-inflammatoires qui favorisent la réépithélialisa-
tion de la surface oculaire25-29. L’utilisation de la
membrane amniotique simplifie la manipulation et la
suture, tout en réduisant le risque d’infection poten-
tielle associé à l’utilisation de cellules nourricières



Cependant, leur utilisation à des fins thérapeutiques
chez l’humain n’est possible que si l’on surmonte les
problèmes de fonctionnalité, de rejet et d’éthique. Des
CSPi ont été produites, mais des problèmes
demeurent au niveau de la tumorigénicité, du rejet
immunitaire, de l’identification plus précise d’une
population de patients spécifique et de la définition
d’un modèle approprié pour la réalisation d’études
précliniques. L’adaptation de la technologie des CSEh
et des CSPi à la thérapie humaine est un domaine
passionnant qui continuera à évoluer et à se dével-
opper dans le futur.

Les défis posés par l’utilisation de la technologie
des cellules souches limbiques de la cornée et
le traitement au moyen de cette technologie

La technologie des SCL et l’utilisation de cette
technologie à des fins thérapeutiques posent de
nombreux défis. La plupart des méthodes d’expansion
ex vivo des CSL nécessitent l’utilisation de produits
animaux, de tissu/sérum humains étrangers et/ou de
biomatériaux non approuvés, tous ces produits
augmentant le risque potentiel d’infection xénobio-
tique. L’utilisation de CSEh est régie par des consid-
érations éthiques de premier plan, étant donné
qu’elles sont prélevées directement de blastocystes
produits par fécondation in vitro. Les CSEh et les CSPi
posent encore des problèmes tels que la
tumorigénicité, le rejet immunitaire, l’identification
plus précise d’une population de patients spécifique
et la définition de modèles appropriés pour la réalisa-
tion d’études précliniques.

Il est difficile d’interpréter et de comparer l’effi-
cacité de nombreuses études sur l’expansion ex vivo
publiées en raison des variations existant entre ces
études. Les principales variables sont les suivantes :
techniques de culture utilisées ; sélection de patients
receveurs pour le traitement (degré de déficience en
CSL chez les receveurs) ; évaluation de l’efficacité du
traitement (observation clinique vs cytologie par
empreinte) ; absence de données sur les résultats
obtenus (acuité visuelle non rapportée dans certaines
séries) ; variation au niveau du suivi ; et utilisation
combinée de greffes autologues et allogéniques
dans certaines études23,47. Malgré ces difficultés, les
résultats sont positifs. Une revue récente résume
les résultats de 15 études utilisant des autogreffes et
révèle un taux de succès de 84 % dans 292 greffes ;
dans 9 études utilisant des allogreffes, on a noté un
taux de succès de 75 % dans 48 greffes47. La réalisa-
tion d’autres études dont les variables ont été normal-
isées permettra d’interpréter plus facilement la tech-
nologie utilisée et l’issue thérapeutique.

Conclusion

La kératoplastie pénétrante est associée à un
pronostic médiocre chez les patients présentant une
déficience sévère en CSL. La greffe de CSL optimise le
taux de succès, mais est associée au risque d’induire
une déficience en CSL dans l’œil donneur, ainsi qu’à
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la nécessité d’un traitement immunosuppresseur dans
les cas d’une allogreffe réalisée à partir d’un donneur
vivant apparenté ou d’un donneur décédé.
L’utilisation clinique de l’expansion ex vivo de CSL
autologues cultivées a été décrite pour la première
fois en 19972. La modification de cette technique et
son élargissement en utilisant une membrane amnio-
tique et d’autres substrats (support) a facilité son utili-
sation comme traitement clinique.

La récente étude clinique de phase 1 de référence
utilisant la technologie tissulaire pour produire une
cornée biosynthétique a suscité un grand intérêt de la
part des médias pour la technologie de la kérato-
plastie pénétrante48. Une cornée biosynthétique
minimise le risque de rejet, mais nécessite néanmoins
de l’endothélium sain et des CSL chez le receveur, ce
qui souligne l’importance de la technologie des SCL.
Étant donné que la technologie des SCL et l’ingénierie
tissulaire continuent à évoluer, les ophtalmologistes
disposeront d’une pléthore d’options pour traiter les
pathologies entraînant une déficience sévère en CSL,
telles que les brûlures chimiques, le SSJ et le PCO
sans la nécessité d’un traitement immunosuppresseur
et de tissu de donneurs décédés.

Le Dr Chew est professeur adjoint dans le Département
d’ophtalmologie et des sciences de la vision de
l’Université de Toronto, et ophtalmologiste rattaché au
Sunnybrook Health Sciences Centre de Toronto en
Ontario.
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