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ABSTRACT : The amniotic membrane, which isthe
innermost layer of the fetal membranes, is composed
of a single layer of epithelial cells that lie on a base-
ment membrane, and of a non-vascular collagenous
stroma. These three components give the amniotic
membrane its beneficial properties. The first thera-
peutic application of the amniotic membrane was
in 1910, when it was used in skin transplantation.
Thereafter, it was used in surgical procedures relat-
ed to the abdomen, genitourinary tract and to the
head and neck. In ophthalmology, De Roth, in 1940,
was the first to use the amniotic membrane for con-
junctival reconstruction. However, it was only in
1995 that publications on the subject started appear -
ing again, when Tseng and many others began using
the amniotic membrane again in the treatment of
ocular surface (cornea and conjunctiva) diseases. In
cases of total stem cell deficiency, amniotic mem-
branetransplantation hasbeen shown to be very use-
ful when used in conjunction with limbal autografts
or allografts. At this stage, however, further studies
areneeded to elucidate thereal potential of theamni-
otic membrane in the treatment of different ocular
surface (and other) disorders, and its exact mecha-
nism(s) of action. Thiswill help establish the applica-
tions of such treatment in medicine, in general, and
in ophthalmology, in particular.

I. HISTORIQUE

Lamembrane amniotique (MA) humaine est utilisée
en médecine depuis 1910 ; la premiére utilisation docu-
mentée était par Davis dans la transplantation cutanée
(brdlures et ulcéres) [1-3]. Puis son utilisation fut retrou-
vée dans la chirurgie générale (prévention des adhé-
rences et des infections, diminution de la douleur et in-
duction de I’ épithélialisation), la reconstruction génito-
urinaire, lareconstruction del’ otolarynx et d’ autres par-
tiesdelatéte et du cou[2]. En ophtalmologie, les essais
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de De Roth, en 1940, dans le traitement des symblé-
pharons et ceux de Sorsby plus tard dans les brilures
caustiques de I’ cdl, n’eurent pas de suite en raison des
limites techniques de I' époque [1]. Récemment (1995),
Tseng et a. ont réntroduit la MA et I'ont utilisée
d’abord comme substrat dans la reconstruction du limbe
chez le lapin, puis chez I"homme dans |e traitement des
défects épithéliaux réfractaires ainsi que dans la recon-
struction de la surface conjonctivale. Et depuis, la greffe
de MA suscite un intérét grandissant et est utilisée par de
nombreuses équipes qui continuent a |’ évaluer dans les
pathologies oculaires de surface [3].

Il. QU'EST-CE QUE LA MA ?

ABREVIATIONS

. epithelial
. keratocyte
. hepatocyte
. basic fibroblast
. transforming
GF : growth factor
AGL : autogreffe limbique
CS : cellules souches
CSL : cellules souches limbiques
DCSL : déficit en cellules souches limbiques
GMA : greffe de membrane amniotique
MA : membrane amniotique
MMP : métalloprotéinase
TMA : transplantation de membrane amniotique
SO : surface oculaire

b
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Chez lafemme enceinte, la poche des eauix est recou-
verte de 2 membranes fodales : lamembrane interne consti-
tuelaMA, I’ externe éant le chorion. Safonction est de pro-
téger le fodus des insultes maternelles durant la grossesse.

Histologiquement, laMA est constituée d’'un épithé-
lium cubique monostratifié qui repose sur une membrane
basale composée de collagéne type |V et VI, delaminine
1 et 5 et de fibronectine (retrouvés aussi au niveau de la
membrane basale de la cornée et de la conjonctive) [1, 4-
6], et d' un stroma collagéne avasculaire et épais formé de
3 couches (la couche acellulaire compacte, la couche des
fibroblastes et la couche spongieuse). Celui-ci est consti-
tué de collagenel, Il et VI [1, 3]. Par ailleurs, laMA con-
tient un certain nombre de facteurs de croissance (EGF,
KGF, HGF, bFGF) et de cytokines ainsi que différentes
anti-protéases (a, anti-trypsing, a, anti-chimotrypsine,
a, macroglobuling, inhibiteur de I'a, plasmine) [5-7].
Enfin, I’expression de HLA est absente au niveau de la
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MA [1-6]. De cette composition de laMA découlent ses
différents mécanismes d’ action et propriétés.

I11. MECANISMES D’ACTION ET PROPRIETES

Les propriétés thérapeutiques de la MA passent par
des mécanismes d'action divers, bien documentés in
vitro et chez I'animal, et qui convergent vers deux
grands résultats :

a. I’activation de I’ épithélialisation

b. I'inhibition de lafibrose.

On distingue principalement huit mécanismes qui
peuvent étre interdépendants :

« 1. Effet anti-fibrotique qui passe par une inhibition
de la voie de signalisation de TGF-b (puissante famille
de cytokines) responsable de I'activation des fibro-
blastes dans |e processus de cicatrisation. Cet effet réduit
donc les cicatrices fibreuses indésirables au niveau de
I’cal [8].

o 2. Effet anti-inflammatoire qui résulte de mécanismes
complexes : suppression des cytokines pro-inflamma-
toires (IL-1a et 1b), up-régulation des cytokines anti-
inflammatoires, présence au niveau de la MA de diffé-
rentes anti-protéases (citées auparavant) qui la rendent
capable d'inhiber beaucoup de protéases et de collagé-
nases inflammatoires [7, 9], induction de |’ apoptose des
cellulesinflammatoires [10], etc.

« 3. Effet anti-infectieux contre un large spectre de bac-
téries : Sreptococcus A hémolytique, Saphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.
D’ autre part, plusieurs facteurs anti-microbiens sont pré-
sents a son niveau [11].

« 4. Effet anti-angiogenese généré par différents mes-
sages anti-angiogéniques. La surface oculaire couverte
par la MA ne montre pas de vascularisation, prévenant
ainsi lerisque derejet [11].

« 5. Effet immunologique: LaMA semble étre un tissu
immunologiquement privilégié et contient certains fac-
teurs immunorégulateurs (HLA-G et Fasligand) [12]. Au-
cun phénomene dergjet N’ a été observé dans son histoire.

o 6. Préservation du phénotype des cellules épithé-
lialeslimbiques: L’ expression des différents marqueurs
spécifiques des cellules limbiques (p63, Ki-67, kératinine,
intégrine et connexine) au niveau d’ un explant limbique
cultivé sur MA ressemble & celle retrouvée au niveau d' un
limbe fraichement préparé. Ceci suggere quelaMA est un
substrat capable de supporter la propagation et |a préser-
vation des cellules limbiques qui retiennent leurs pro-
priétés de cycle cellulaire lent, de lalongue rétention de
BrdU (bromodeoxyuridine monophosphate) et de leur
non différentiation cellulaire, des propriétés que les cel-
Iules souches possédent in vivo [12-16].
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e 7. Préservation du phénotype conjonctival : en
effet, les cellules conjonctivales cultivées sur MA ainsi
gue les conjonctives lésées reconstruites par greffe de
MA montrent un phénotype épithéial normal confirmé
par immunohistochimie [16-19].

o 8. Facilitation de I'épithélialisation dans les cas
d'ulcéres cornéens neurotrophiques : cet effet est
expliqué par le fait que la MA soutient I expression de
NGF (nerve growth factor) facilitant ainsi la régéné-
ration du nerf [ésé par ulcération (nerf V) [1-4, 20].

IV. ETAPES DE L' UTILISATION DE LA MA

Pour des raisons de stérilité évidentes, le prélévement
d’amnios ne peut étre réalisé que dans les cas de gros-
sesses non pathologiques pour lesquelles une césarienne
est programmeée. L es principales contre-indications com-
portent les femmes mineures, les pathologies infec-
tieuses chez |la méere, notamment génitales, tout évene-
ment susceptible de mettre en jeu la vie de I'enfant et
celle de la mére et enfin toute sérologie positive HIV,
HTLV-1 ou -2, hépatite B ou C, syphilis. Apres accord
de la patiente, des examens sont réalisés le jour de I’ ac-
couchement ains que 4 & 6 mois plus tard [21]. Aprés
avoir examiné le placenta, et s'il est jugé convenable, le
prélévement est effectué et le placenta est ensuite con-
servé dans une banque d organes. Quant a la prépara -
tion, elle consiste arincer le placenta plusieurs fois avec
une solution spécifique, sous un flux laminaire et dans
un enceinte de hood, puis|’amnios est disséqué du reste
du chorion et déposé par son cbté stromal sur un support
de nitrocellulose. Des coupes de 4-5 cm de la MA avec
son support sont ensuite conservées a— 80 °C dans un
mélange isovolumétrique de solution de Dulbecco et de
glycérol pendant au moins 3 mois pour étre décongelée
aprés a la température ambiante avant son utilisation
[21]. Lors de I'opération, et sous anesthésie locale ou
générale, la MA est retirée du filtre de nitrocellulose et
déposée en regard de lalésion a couvrir et suturée avec
du Nylon 9/0 ou 10/0 selon les cas [1].

Par ailleurs, il existe différents moyens pour utiliser la
MA ; celle-ci via sa matrice peut servir de substrat pour
la culture in vitro des cellules conjonctivales et cor-
néennes [13-19] avec pour ces derniéres, I'avantage de
I'« air lifting » qui réduit les espaces intercellulaires
et promeut lafonction barriére [22]. De méme, elle peut
étre utilisée fraiche (conservée a + 4 °C) ou congelée
(2a—80 °C) avec les avantages de cette derniere I’ empor-
tant sur la premiére [23]. Elle est aussi utilisée en multi-
couches pour le déficit stromal profond v/s monocouche
pour le reste des utilisations [23-24]. Elle s applique a
I"intérieur de I" ulcére dans la technique d'« inlay »[3,
25] v/s la technique d « overlay » [3, 26] ou la surface
cornéenne toute entiére est recouverte par laMA. Enfin,
I’ épithélium peut étre orienté vers le haut comme dans
laplupart des cas, ou versle bas quand il y auneinflam-
mation aigué [11].
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V. LA SURFACE OCULAIRE

Thoft et Friend ont défini, en 1997, le concept de la
surface oculaire (SO) regroupant I’ épithélium cornéen
circonscrit par le limbe (ou résident les cellules souches
limbiques [CSL] responsables de la régénération de cet
épithélium), I’ épithélium conjonctival et lefilm lacrymal
[1]. Ces 3 composantes sont toutes indispensables au
maintien de I’ homéostase de la SO. Cette derniére main-
tient la transparence de la cornée, sert de premiére bar-
riere contre les infections et assure un confort fonction-
nel dans les conditions physiol ogiques normales [27].

V1. PATHOLOGIES DE LA SURFACE OCULAIRE

Un dysfonctionnement de la SO est responsable de
troubles dont la gravité s étend d’une simple irritation
pauci-symptomatique a des anomalies de la cicatrisation
et de la croissance de I’ épithélium qui nécessitent par-
fois le recours au difficile traitement chirurgical de
la reconstruction de la SO. Les causes d atteinte de la
SO se divisent en maladies systémiques (syndrome de
Stevens-Johnson, pemphigoide oculaire, arthrite rhuma-
toide, maladie de Sjégren, nécrolyse épidermique to-
xique) et maladies et |ésions oculaires (kératoconjonc-
tivites par infections ou par syndrome sec, brilures chi-
miques et thermiques, chirurgies oculaires multiples) [3].
Ladestruction de la surface oculaire est caractérisée par
la présence d’un épithélium de surface anormal. Ce der-
nier peut étre absent, par exemple au cours des ulcéres
chroniques, comme il peut aussi changer de phénotype
(métaplasie épithéliale) qui touche aussi bien la cornée
gue la conjonctive. On distingue :

—lamétaplasie épithélial e squameuse caractérisée par
la transformation pathologique de I’ épithélium de sur-
face non kératinisé en épithélium kératinisé.

—lamétaplasie conjonctivale de la cornée (syndrome
de déficit en CSL). Il est I'expression d’un double pro-
Cessus :

1. une régénération qualitativement et/ou quanti-
tativement insuffisante de I’ épithélium cornéen
par insuffisance en CSL

2. I'invasion cornéenne par une prolifération fibro-
vasculaire d’ origine conjonctivale [1].

VII. UTILISATION DE LA MA EN CLINIQUE

L' utilisation clinique delaMA dans lareconstruction
de la surface oculaire peut étre divisée en catégories
selon la pathologie en cause et selon le tissu atteint.

1. Cas d’atteinte cor néenne sans déficit en CSL

Cette entité comporte :

a. Les ulcéres cornéens de différentes profondeurs,
y compris la perforation, qui constituent un probléeme
sérieux et urgent en ophtalmologie. Dans ces cas, quand
les traitements conventionnels échouent, la transplanta-
tion de MA (TMA) vient offrir ses avantages ; elle évite
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les complications potentielles de la greffe de cornée
(surtout le rejet), régénere un tissu cornéen ou celui-ci
manque et préserve |’ apparence cosmétique du patient
[28]. Un total de 9 études existe dans la littérature [24,
26, 28-34]. Toutes ont noté que |I'inflammation de la SO
a diminué d'une fagon marquée aprés TMA et le déficit
couvert a cicatrisé rapidement en 1 a 4 semaines. Le
pourcentage de cicatrisation était de 77% en moyenne
(74/96 yeux).

b. La kératopathie bulleuse symptomatique : C'est
un désordre di a une décompensation de I’ endothélium
cornéen, caractérisé par un oadéeme du stroma avec ou
sans bulle épithéliale. Sans traitement, cette maladie
progresse vers une détérioration notable avec une géne
oculaire persistante. Comme la MA est un substrat idéal
dans la restauration du stroma cornéen, Pires et a. [35]
ont rapporté un succes général de 90% (43/48 yeux) avec
une surface stable et une atténuation de la douleur, du-
rant une période de suivi de 33,8 semaines.

c. Lakératopathie en bandelette qui signifie la dépo-
sition de calcium au niveau de la cornée responsable
d’ une inflammation chronique. Sans traitement, la kéra-
topathie en bandelette ne montre aucune rémission et
progresse lentement. Anderson et al. [36] ont rapporté
un succes parmi 14/15 yeux (93%) en utilisant la TMA
pour diminuer la douleur et ont obtenu une épithédlialisa-
tion dans 15/16 (94%) des cas en 15,2 jours durant une
période de follow-up de 14,6 mois. L’amélioration de la
vision est observée chez 5/9 (44% des yeux).

2. Casd'atteinte cornéenne avec déficit en CSL (DCSL)

Le syndrome de DCSL peut étre causé par un nombre
de pathol ogies cornéennes comme les brllures chimiques
et thermiques, le syndrome de Stevens-Johnson, e pem-
phigoide oculaire, les infections microbiennes séveres,
la kératopathie par radiation, I'aniridie... Les patients
atteints par ce syndrome se plaignent souvent d’ une pho-
tophobie sévére (sensibilité alalumiére) et d’' une baisse
importante de I’ acuité visuelle. Sans traitement, ce syn-
drome s aggrave progressivement avec le temps [37-38].
L es études expérimentales [39-46] ont montré les résul-
tats suivants : pour le déficit partiel en CS, latransplan-
tation de MA sans CSL est suffisante pour restaurer la
surface cornéenne et améliorer lavision chez lamagjorité
des patients. Quand le déficit est total, mais unilatéral,
I'autogreffe de CSL sera performée avec la greffe de
MA. Ainsi, laMA augmente |e succes de transplantation
de CSL. Le succes global de cette procédure est trés
important. Quand le déficit est total, mais bilatéral,
I’allogreffe de CSL serait nécessaire pour restaurer la
surface cornéenne lésée. Le succeés global est plut6t in-
fluencé par la survie de I’ dlogreffe.

3. Recongtruction dela surface conjonctivale par laMA

a. Dans les maladies conjonctivales autres que le
ptérygion : qui comprennent les tumeurs, les cicatrices
inesthétiques ou les symblépharons. L’ échec des larges
résections de la conjonctive dans ces cas est fréquem-
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ment rapporté [47] alors qu’ un total de 7 études [29, 31,
48-52] amontré que le large défect conjonctival couvert
par la MA cicatrise rapidement et que la surface résul-
tante est moins enflammée avec un tissu moins fibreux.
Le taux de succes global est de 89% (77/87 yeux).

b. Apreés ablation du ptérygion : ce dernier est une
pathologie oculaire fréguente due a une exposition chro-
nigue alalumiére ultra-violette. Il est caractérisé par une
prolifération fibrovasculaire progressive du stroma et
par |'altération des CSL adjacentes. Le traitement du
ptérygion demeure chirurgical, et la surface conjoncti-
valeains dénudée est laissée, soit non couverte et traitée
par application locale de mitomycine C ou irradiée par
desrayons b, soit couverte par une autogreffe conjoncti-
vale. Mais ces modalités thérapeutiques sont associées a
des complications sérieuses. D’ ou laMA peut étre utili-
sée comme une alternative de greffe[37]. Un total de six
études a rapporté un taux moyen de récurrence de 3%
seulement [53-55]. Il en est de méme pour le ptérygion
récurrent qui est encore plus agressif que le primaire.
Les étudesfaites[31, 53, 56-57] ont montré que larécur-
rence est presgue nulle avec la TMA a condition d'in-
jecter des corticoides ou de s en servir en plus de I’ auto-
greffe conjonctivale dans des cas spécifiques.

c. Aprés glaucome et fonte sclérale : la TMA parait
efficace dans le maintien du processus de filtration dans
le traitement chirurgical du glaucome [58-60] (trabécu-
lectomie). D’ autre part, un seul cas de réussite a été do-
cumenté quand il existe un déficit scléral extensif [61].

3. Reconstruction des deux surfaces cornéenne et
conjonctivale

Une des urgences les plus dévastatrices et exaltantes
en ophtalmologie est la brllure chimique des surfaces
cornéenne et conjonctivale qui aboutit a une inflamma-
tion sévére qui peut devenir chronique. Par conséquent,
la granulation et la nécrose menent invariablement a
des fibroses importantes. L es thérapies conventionnelles
utilisent les traitements médicaux pour supprimer I'in-
flammation et favoriser la cicatrisation avec un succés
limité. Par contre, les résultats étaient satisfaisants dans
les cas ou la TMA a été utilisée pour traiter les brllures
alaphase aigué [62-66]. Les cas de brilures plusimpor-
tantes (grade 4) nécessitent en plus une transplantation
deCs.

VIIl. COMPLICATIONS

Il n’existe dans la littérature aucun rapport qui parle
des infections microbiennes liées ala TMA. Kim et a.
[57] ont rapporté certaines complications comme :

— I"hémorragie sous-membraneuse (3/25 yeux, 12%)

—le détachement précoce de lamembrane (1/25 yeux,
4%).

Ceci est plutdt en relation avec la chirurgie et non pasla
MA elle-méme. Gabler et Lohmann [67] ont rapporté un
cas d hypopion stéile (inflammation a I'intérieur de la
chambre antérieure) suite a des transplantations itératives
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de MA. lls ont attribué ces complications aux effetsimmu-
nologiques, toxiques ou hypersensitifs delaMA. Aucune
complication similaire n' a été rapportée par d' autres.

IX. CONCLUSION

La greffe amniotique est une technique chirurgicale
prometteuse dans un certain nombre de pathologies de la
surface oculaire. Ces bons résultats publiés, associés a
I"abondance potentielle d’amnios, rendent cette greffe
trés attractive. Mais les techniques de prélevement, de
conditionnement et de stockage de laMA nécessitent un
matériel assez lourd et cher, dans une structure appelée
bangue de tissus. Une fois ces conditions assurées, |’ ap-
plication de cette technique de TMA devient assez facile
et rentable. 1l existe plusieurs banques de tissus en Eu-
rope et aux Etats-Unis, mais pas encore au Liban et dans
les pays arabes voisins. D’ou le besoin d’ encourager a
tous les niveaux, toute équipe médicale qui vise a réali-
ser un tel projet sur le champ libanais, indispensable
pour le progrés de la médecine au Liban et dans la
région.
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