N
N

N

HAL

open science

Ingénierie tissulaire: Mise en oeuvre d’un procédé de

fabrication d’une matrice oesophagienne biologique

Guillaume Luc

» To cite this version:

Guillaume Luc. Ingénierie tissulaire: Mise en oeuvre d’un procédé de fabrication d’une matrice

oesophagienne biologique. Biologie cellulaire. Université de Bordeaux, 2016. Francais. NNT:

2016BORD0423 . tel-01665813

HAL Id: tel-01665813
https://theses.hal.science/tel-01665813
Submitted on 17 Dec 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01665813
https://hal.archives-ouvertes.fr

Thése d’Université pour 1’obtention
du

grade de
Docteur de I’Université de Bordeaux

Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé

Spécialité : Biologie Cellulaire et Physiopathologie

Présentée et soutenue a Bordeaux le 16 Décembre 2016 par
Guillaume LUC

Né le 27 mars 1981 a WISSEMBOURG (67)

Ingénierie tissulaire
Mise en ceuvre d’un procédé de fabrication d’une matrice
cesophagienne biologique
Sous la direction de : Marléene DURAND

Soutenue le 16 décembre 2016

Membres du Jury :

M. Denis COLLET, PU-PH, Université de Bordeaux Président
Mme Catherine LE VISAGE, Directeur de Recherche, Université de Nantes Rapporteur
M. Guillaume PIESSEN, PU-PH, Université de Lille Rapporteur
M. Philippe LAVALLE, Directeur de Recherche, Université de Strasbourg Examinateur

Mme Laurence BORDENAVE, PU-PH, Université de Bordeaux Examinateur






Pour Alice...



Remerciements :

Centre d’Investigation Clinique Innovation Technologique
dans le développement de biomatériaux. Je remercie ;

Pr Laurence BORDENAVE
Dr Marlene DURAND

Dr Charlotte KALISKI
Samantha ROQUES
Sandro CORNET

Catherine ARTIGES,
Martine RENARD,

Fanny BOURREE,

Claire DARCOS

Elodie SERIES

Fanny BLAUDEZ, Guillaume CHARLES

: Laboratoire d’accueil spécialisé

Unité Inserm 1026 BIOTIS: Laboratoire INSERM BIOTIS U1026

Pr Jean-Christophe FRICAIN
Dr Joélle AMEDEE

Reine BAREILLE

Murielle REMI

Robin Siadous

Jérdme Kalisky

Damien Le Nihouannen

La PTIB : plateforme technologique d’innovations biologiques

Le LIRYC
Delphine Veillot

Les animaleries A1, et A2 et leurs responsables de I’Université de Bordeaux

L’équipe scientifique de ROUILLE.






Table des matiéres

Résumeé p9
Introduction p 11
1. Contexte clinique pl1
2. Caractéristiques de I’cesophage p 13
2.1. Embryologie de I’cesophage p 13
2.2. Anatomie de I’cesophage p 13
2.3. Histologie de 1’cesophage p 16
2.4. Propriétés mécaniques de 1’cesophage p 18
3. Ingénierie tissulaire p 20
3.1. Définition p 20
3.2. Cahier des charges p21
4. Les substituts oesophagiens issus de 1’ingénierie tissulaire p 22
4.1. Historique p 22
4.2. Matrices non résorbables p 22
4.3. Matrices résorbables synthétiques p 24
4.4. Matrices décellularisées p 26
4.5. Synthese p 30
5. Maturation et ensemencement cellulaire p 31
5.1. Maturation p31
5.2. Cellularisation p 33
6. Objectifs p 35
6.1. Objectif principal p 35
6.2. Objectifs secondaires p 35
Matériels et Méthodes p 37
1. Prélevement cesophagien p 37
1.1. Modeéle animal p 37
1.2. (Esophagectomie p 37
2. Décellularisation p 39
2.1. Chambre de décellularisation p 39
2.2. Traitements anioniques et enzymatiques p 39
2.3. Stérilisation et stockage p 40
3. Caractérisation de la matrice cesophagienne p 41
3.1. Histologie, immunohistochimie p4l
3.2. Quantification ADN p4l
3.3. Quantification des Glycosaminoglycanes p 42
3.4. Biocompatibilité p 42
3.5. Tests mécaniques p 43
4. Cellularisation p 45

4.1. Adipose-Derived stem cells p 45



7.

4.2. Cytotoxicité

4.3. Test d’attachement
4.4. Production de feuillets
4.5. Ensemencement
Maturation

5.1. Modele animal

5.2. Schéma expérimental
5.3. Histologie
Substitution cesophagienne
6.1. Modele animal

6.2. Schéma expérimental
6.3. Histologie

Analyses statistiques

Résultats

1.

Décellularisation
1.1. Analyse histologique

1.2. Quantification de I’ADN résiduel
Caractéristiques de la matrice biologique
2.1. Quantification des Glycosaminoglycanes

2.2. Structures biologiques
2.3. Propriétés mécaniques
2.4. Biocompatibilité
Cellularisation

3.1. Cytotoxicité

3.2. Attachement cellulaire
3.3. Ensemencement
Maturation

4.1. Etude préclinique

4.2. Effet « temps-cellules »
Substitution cesophagienne
5.1. Maturation

5.2. Remplacement cesophagien

Discussion

1.

Objectifs

1.1. Objectif principal

1.2. Objectifs secondaires
Décellularisation

2.1. Choix des procédés

2.2. Caractérisation de la MD
2.3. Choix du modele animal

p 45
p 47
p 48
p 48
p 49
p 49
p 49
p 50
p 51
p51
p51
p 53
p 54

p 55

p 55
p 55
p 56
p 58
p 58
p 59
p 65
p 69
p 74
p 74
p75
p76
p 80
p 80
p 81
p 84
p 84
p 86

p 91

p 9l
p 91
p 91
p 94
p 94
p 98
p 101



3. Cellularisation p 106

3.1. Choix des cellules p 106
3.2. Méthode d’ensemencement p 108
4. Maturation p 110
4.1. Le grand épiploon p 110
4.2. Effet « temps-cellules » p 111
5. Implantations p 113
Conclusions p 115
Références p 116
Index des tables et illustrations p 133
Annexes p 137



Résumeé

Objectifs : L’objectif principal de ce travail était de fabriquer une matrice cesophagienne
décellularisée tubulaire implantable dans un modéle porcin.

Méthodes : Des cesophages de porcs étaient prélevés et décellularisés selon un protocole basé
sur I’Acide Déoxycholique. La décellularisation devait étre confirmée par analyse
histologique et quantification de I’ADN résiduel. L’évaluation des Glycosaminoglycanes, des
protéines de structures (Collagéne, Elastine, Fibronectine et Laminine) était realisée par étude
histologique et immunohistochimique sur les MD. Les tests mécaniques étaient realisés en
traction circonférentielle, longitudinale, et a 1’éclatement. La biocompatibilité des MD a été
évaluée in vivo sur un mod¢le murin. L’ensemencement était réalisé par des Adipose Derived
Stem Cells (ADSCs) appliquées sous forme de feuillets sur les MD tubulaires. L’efficience de
la maturation des MD in vivo était réalisée sur un modéle murin. L’implantation des MD
¢taient faites aprés une cesophagectomie par laparotomie dans un modéle porcin.

Résultats : 103 cesophages ont été décellularisés. Les MD ne présentaient pas de noyau
résiduel et leur quantification d’ADN résiduel était inférieure a 50 ng/mg de tissu sec. Les
caractéristiques biologiques (quantité, qualité et distribution) étaient préservées aprés la
décellularisation. Le comportement mécanique des MD étaient similaires aux cesophages
natifs. L’ensemencement par des ADSCs via ’application de feuillets sur les MD permettait
une cellularisation des couches externes. La maturation dans le grand épiploon permettait la
vascularisation des MD sans bénéfice d’un ensemencement préalable. L’cesophagectomie
était réalisée sur 6 porcs. Un individu est décédé, et 4 porcs ont présentés des complications
postopératoires. La régénération tissulaire des MD était confirmée un mois apres leur
implantation.

Conclusion : La substitution cesophagienne par une MD aprés une cesophagectomie est
réalisable sur un modeéle porcin.

Mots clés : Médecine régénératrice, cesophage, décellularisation.



Esophageal tissue engineering

Abstract

Decellularized matrixes (DM) are commonly used to facilitate a constructive remodeling
response in several types of tissue, including the esophagus. Surgical procedure of the
esophagus is often complicated by stricture, but preclinical studies have shown that the use of
a DM can mitigate stricture and promote a constructive outcome.

Recognizing the potential benefits of DM derived from homologous tissue (i.e., site-specific
ECM), the objective of the present study was to prepare, characterize, and assess the in-vivo
remodeling properties of DM from porcine esophagus.

The developed protocol for esophageal DM preparation is compliant with previously
established criteria of decellularization and results in a scaffold that maintains important
biologic components and an ultrastructure consistent with a good mechanical behavior. Stem
cells remained viable when seeded upon the esophageal DM in vitro, and the in-vivo host
response showed a pattern of constructive remodeling when implanted in soft tissue.

Keywords: Regenerative medicine, esophagus, decellularization.

Unité de Recherche :
BIOTIS - INSERM U1026 - 146 Rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux
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Introduction

1. Contexte clinigue

Les pathologies cesophagiennes concernent principalement 1’adulte mais touchent également
I’enfant 1, 2] :

- En pédiatrie, les principales pathologies néonatales sont représentées par 1’atrésie de
I’cesophage et les fistules trachéo-cesophagiennes [3]. Son incidence est de 1/3000-4500
naissances. Chez 80 a 85% des patients il existe une atrésie de 1’cesophage associant une
poche cesophagienne distale et une fistule trachéo-cesophagienne proximale. Concernant les
10 a 15% des patients ne présentant pas ce mode d’anomalies, différentes variations
anatomiques ont été¢ décrites. La substitution cesophagienne par le colon ou I’estomac est
réalisée en cas de défect supérieur a 3 cm. L’allongement par des plasties cesophagiennes est
préféré en premiere intention [4].

- Chez I’adulte, les principales pathologies sont représentées par les cancers (carcinome
épidermoide et adénocarcinome), les perforations (spontanées ou non) et les brllures par
ingestion de produit chimique (accidentelle ou volontaire).

Le nombre estimé de nouveaux cas de cancer de 1’cesophage en 2000 en France est de
4040 chez ’homme et de 928 chez la femme. Le sexe ratio est de plus de 4 [5]. L’évolution
du risque est inverse chez ’homme et chez la femme. En effet le nombre de nouveaux cas est
passé a 3136 chez ’homme et de 1140 chez la femme en 2011 [6]. 1l existe une baisse du taux
d’incidence de 2.1% chez ’homme entre 1980 et 2000 et une augmentation de 2.3% chez la
femme. En revanche on observe une augmentation de proportion d’adénocarcinome passant
de 3.3% (1976-1980) a 22.9% (1996-2000) chez ’homme et de 5.8% a 23.1% chez la femme
durant la méme période [5]. Bien que I’incidence des cancers de I’cesophage diminue, la
France reste un pays a risque élevé de carcinome malpighien. Cette forme histologique
représente 74% des types histologiques de cancer de 1’cesophage favorisée par une
consommation éthylo-tabagique. L’autre forme histologique correspond a I’adénocarcinome.
Prise a part, la variation du taux d’incidence de 1’adénocarcinome de 1’cesophage a augmente
de 70 % chez I’homme et de 100 % chez la femme.

La perforation cesophagienne iatrogéne ou spontanée est rare. Sous le terme de
perforation cesophagienne (PO) sont regroupées plusieurs entités clinico-pathologiques de

pronostic et de traitement différents. La mortalité globale des PO est de 20 %. Ce pronostic
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peut étre amélioré par un diagnostic précoce et une prise en charge thérapeutique adaptée. Du
traitement médical a 1’cesophagectomie, les possibilités thérapeutiques sont multiples et de
caractére invasif croissant. A mi-chemin entre le traitement médical et la chirurgie ouverte,
des options mini-invasives, fondées sur I’endoscopie interventionnelle, tendent actuellement a
se positionner. Le choix du traitement des PO dépend de nombreux facteurs tels que
I’importance du délabrement cesophagien, du sepsis local et de I’état général du patient.
L’existence d’une pathologie cesophagienne sous-jacente conditionne aussi ce choix. Elle
limite les chances de préservation cesophagienne a court et a long terme [7].

L’ingestion de caustique peut étre une cause d’cesophagectomie. Elle est dans 80% des
cas accidentelle chez I’enfant (30 % des patients) et majoritairement volontaire chez 1’adulte
[8]. Les indications chirurgicales varient selon 1’étendue et le grade des lésions générées.
L’cesophagectomie peut é&tre réalisée a distance souvent motivée par des sténoses
cesophagiennes étendues [9].

Les modalités de I’cesophagectomie sont multiples. L’cesophage étant un organe cervico-
thoraco-abdominal, son abord chirurgical peut nécessiter ces 3 voies [10]. Le rétablissement
de la continuité digestive se fait principalement par gastroplastie avec anastomose
cesogastrique ou par interposition d’une portion de colon [11-12]. L’intervention dite de
Lewis-Santy (laparotomie et thoracotomie droite, anastomose cesogastrique intra-thoracique)
est la plus pratiquée en France [13]. Le taux de morbidité varie entre 40 et 80 % et le taux de
mortalité entre 1 et 20 % [14, 15, 16]. Les principales complications sont représentés par les
complications pulmonaires, les fistules anastomotiques, les sténoses anastomotiques, les
nécroses de plastie, les médiastinites et le reflux gastro-cesophagien [17]. Selon le rapport de
la Haute autorité¢ de Santé, le nombre d’cesophagectomies est estimé a 1400 par an en France.
Quatre-vingt-dix pourcents sont réalisées par double abord abdominal et thoracique [13].

La substitution de I’cesophage par un segment digestif apreés son exérése (estomac, colon ou
intestin grele) est a I’origine de 50% de complications fonctionnelles [18] ; le reflux gastro-
cesophagien (58%) [19], les sténoses anastomotiques (35%) [20], les dysfonctions gastriques
(syndrome du petit estomac, dysphagie, brdlure rétro sternale, satiété précoce, vomissements)
[18]. La qualité de vie est médiocre aprés cesophagectomie sans pour autant ’apprécier de

fagon objective face aux manques d’outils d’évaluation [18].
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2. Caractéristiques de 1’cesophage

2.1. Embryologie de I’esophage

L'cesophage dérive de l'intestin antérieur dés le 22¢/23¢ jour de gestation et s'étend depuis
le diverticule respiratoire jusqu'a la dilatation fusiforme de I'estomac. La separation entre la
trachée et l'cesophage par le septum trachéo-cesophagien survient avant la fin de la Se semaine
de gestation. Les fistules ceso-trachéales sont dues a un trouble de cette separation. Trés court
au début, 1'eesophage s'allonge rapidement a cause du développement céphalique et cardiaque,
et de la rétroflexion de la téte, pour atteindre sa taille finale a la 7e semaine de gestation. Un
défaut de cet allongement entraine un risque d'atrésie. L'épithélium d'origine endodermique
prolifere au cours des 7e et 8e semaines, oblitérant presque totalement la lumiére et se
repermeabilise a la 10e semaine de gestation (phénomene de vacuolisation mis en cause dans
la duplication de l'eesophage). Les tissus de soutien, la musculeuse et la vascularisation sont
d'origine mésodermique. Le muscle stri¢ du tiers supérieur de l'cesophage dérive du
mésenchyme des 4e et 6e arcs branchiaux caudaux (innervés par la Xe paire cranienne). Le
muscle lisse du tiers inférieur de l'cesophage se développe a partir du mésenchyme
splanchnique voisin (innervé par le plexus nerveux viscéral splanchnique, dérivé des crétes
neurales). Les anomalies de développement des arcs aortiques peuvent avoir des
retentissements sur I'cesophage et notamment dans les cas d'artére sous-claviére droite rétro-

cesophagienne a l'origine de dysphagie (dysphagia lusoria) [10].

2.2. Anatomie de I’esophage

L’eesophage est un segment tubulaire composé de 3 couches principales (muqueuse, sous-
muqueuse et musculeuse) reliant le pharynx et ’estomac. Il mesure 25 centimétres de
longueur et 3 centimétres de diamétres chez 1’adulte. Il présente une triple localisation
anatomique car il traverse successivement le cou, le thorax, et ’abdomen [10]. La fonction
principale de 1’cesophage est le transport du bol alimentaire du pharynx a I’estomac. Ce
transport se fait grace au péristaltisme cesophagien défini comme les contractions musculaires
coordonnées de sa paroi [22].

Sa limite craniale correspond au bord inférieur du cartilage cricoide correspondant, téte en
position anatomique, a la 6e vertébre cervicale (C6). Cette limite supérieure est représentée
extérieurement par le faisceau cricoidien du muscle constricteur inférieur du pharynx (ou
s'engage le nerf laryngé inférieur). Sa limite caudale correspond au cardia qui est I'ouverture
Oiéme ou 11iéme

sur I'estomac, au niveau du bord gauche de la 1 vertébre thoracique (TH10 ou
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THI11), repérée extérieurement par l'angulation entre le bord gauche de l'cesophage et le
fundus. Le trajet de 1'cesophage est médian et longe le rachis, il en suit les inflexions jusqu'a la
4e vertébre thoracique (TH4) puis s'en écarte progressivement. Dans le sens transversal, il
présente trois légeres courbures. On note une inflexion sur la gauche dans la portion cervicale,
une inflexion a droite au niveau TH4, une nouvelle inflexion sur la gauche de la 7e vertebre
thoracique (TH7). La longueur totale de 1'eesophage est approximativement de 25 cm, mais
elle varie selon le sexe, I'age et la taille. En pratique, on utilise le repére des mesures
d'exploration endoscopique : les incisives supérieures (ou arcade dentaire [AD]), situées
approximativement 15 cm au-dessus de la jonction pharyngo-cesophagienne (2 ou 3 cm
doivent étre rajoutés si le repére est la narine). La limite inférieure de l'cesophage se situe
alors a 40 cm des AD. L'eesophage cervical mesure 5 a 6 cm et s'étend de C6 a la 1e vertebre
cervicale (TH1). Sur sa partie initiale, les fibres du muscle constricteur inférieur du pharynx
associees a celles du muscle cricopharyngien se mélent aux fibres circulaires de la musculaire
pour constituer le sphincter supérieur de I'cesophage. L'eesophage thoracique s'étend de TH1 a
TH10-TH11 et mesure 16 cm (situé de 21 a 37 cm des AD). L'eesophage diaphragmatique
traverse l'hiatus cesophagien au niveau de THI10-TH11. L'cesophage abdominal présente une
longueur variable selon les auteurs, estimée a 3 cm (situé de 37 a 40 cm des AD). La notion
de sphincter inférieur de 1'eesophage (SIO) ne correspond pas a l'existence d'un anneau
musculaire de la paroi cesophagienne mais a une zone de haute pression mise en évidence par

les explorations fonctionnelles manométriques (Figure 1).

14



Bouche
cesophagienne

Rétrécissement
aortique
et bronchique gauche

Orifice
cesophagien
du diaphragme

Cardia

35cm

40 cm

ENDOSCOPIE
VERTEBRES
15cm S
Sus-
aortique
_______ Rétro-
25cm ) aortique
Sous-
aortique

Figure 1: Topographie générale de 1’cesophage
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(Elsevier-Masson. Paris). Techniques chirurgicales — Appareil digestif 1987 ; 40 — 170.

A l'état de vacuité, I'cesophage est aplati d'avant en arriére et plus particuliérement dans sa

partie supérieure. Les zones constantes de rétrécissement sont au nombre de trois. Le

rétrécissement cricopharyngien est le plus court et le plus serré avec un diamétre de 1,4 4 1,6

cm sur 1,5 cm de hauteur. Le rétrécissement aorto-bronchique correspond au point de contact

avec l'aorte et la bronche gauche qui se situe au niveau de TH4-TH5 et s'étend sur4a 5 cm ;

son diametre est de 1,7 cm. Au niveau de la traversée diaphragmatique, un rétrécissement sur

1 a2 cm donne a l'eesophage un diametre de 1,9 cm [10].
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2.3. Histologie de 1’cesophage

L’cesophage présente 4 couches histologiques fonctionnelles distinctes : la muqueuse, la

sous-muqueuse, le musculeuse et 1’adventice (Figure 2).

‘ e Gtk Membrane basale

‘Epithélium stratifié non kératinisé

b |

1000 pm
—=

Figure 2 : Coupe histologique du tiers moyen d’un cesophage porcin, coloration H.E.S.
L’hémalun colore en noir-violet les noyaux, 1’érythrosine colore en rouge-rosé le cytoplasme
et le safran colore les fibres conjonctives en jaune-orangé. A : Visualisation des 3 couches de
I’cesophage, la couche muqueuse (rectangle), la sous-muqueuse (fléche) et la musculeuse

(rond) (Grossissement x10), B : Couche muqueuse de 1’cesophage (Grossissement x100)

La couche muqueuse cesophagienne est composée de trois couches distinctes. La couche
la plus interne est un épithélium épidermoide stratifié non-kératinisé assis sur une membrane
basale. Cet épithélium est humidifié par des sécrétions glandulaires afin de réduire la friction
lors du passage du bol alimentaire. En profondeur (membrane basale) les cellules épithéliales
sont peu différenciées et ont un haut pouvoir prolifératif. En surface (lumiére digestive), ces
cellules ont perdu leur pouvoir prolifératif mais sont bien différenciées [21]. La membrane
basale sépare I’épithélium du reste de la paroi cesophagienne, et permet la fixation de ce
dernier a la lamina propria.

La lamina propria est une fine couche constituée de Collagéne de type III, d’Elastine, de
vaisseaux, de nerfs et de tissus lymphoides [21]. Elle contient de nombreux types cellulaires
differents ; cellules structurales (fibroblastes, fibrocytes, cellules vasculaires endothéliales,
cellules musculaires lisses), cellules sanguines (granulocytes, macrophages, lymphocyte B et
T), cellules épithéliales et endocrines [21]. La lamina propria est bordée sur son versant

externe par la muscularis mucosae.
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La muscularis mucosae est une fine couche musculaire externe composée de cellules
musculaires lisses et de fibres élastiques. Elle est composée de deux couches musculaires
lisses (circulaire interne et longitudinale externe) permettant le contrdle de la muqueuse lors
du passage du bol alimentaire.

La sous-muqgueuse est une couche dense de tissu conjonctif riche en Elastine et
Collagene. L’¢lastine a une distribution circulaire (versant musculeuse) et longitudinale
(versant muqueuse) [23]. Le collagéne de type Il a une orientation circulaire et assure les
propriétés élastiques [24]. Cette orientation confére a 1’cesophage sa capacité de distension
circonférentielle sans perte de force longitudinale [25]. La sous-muqueuse possede des
cellules glandulaires sécrétrices dont les canaux traversent la muqueuse et s’abouche dans la
lumicre permettant la lubrification de 1’épithélium, lui assurant une protection physique lors
du passage du bol alimentaire [26]. Dans cette couche se situe le plexus de Meissner
contrélant les contractions péristaltiques de la musculaire muqueuse et la sécrétion de mucus.

La musculeuse est une paroi musculaire composee de 2 couches musculaires orientées.
La couche musculaire interne adjacente a la sous-muqueuse est orientée de facon circulaire et
la couche musculaire externe est orientée de facon longitudinale [23]. Cette orientation
spécifique permet les contractions radiales et les raccourcissements longitudinaux lors du
péristaltisme. Leur contraction dépend du plexus d’Auerbach [26]. Le type de cellules
musculaires change selon la localisation dans 1’cesophage [23]. La nature lisse ou striée de
cette couche musculaire se modifie selon sa localisation proximale ou distale dans
I’;esophage. Dans sa partie proximale la composition en fibres musculaires lisses est faible
(3.9 et 6.1% pour les couches circulaires et longitudinales respectivement) en opposition a la
partie distale (62.7% et 54.4%). Le tiers moyen correspond a une zone de transition (33% et
40%) [27].

Les fonctions sensitives, motrices et sécrétoires du tube digestif sont contrélées par un
dispositif nerveux installé dans sa paroi [28]. Le systeme nerveux entérique est organisé en un
réseau ou plexus ganglionné ou les ganglions contiennent les corps cellulaires des neurones
entériques et les cellules de la glie. Les mailles de ce réseau représentent les axones des
neurones qui réalisent un circuit complexe des projections locales. Elles regoivent des
afférences du systéeme nerveux central modulant ses effets par des projections sympathiques et
parasympathiques mais le systéme nerveux entérique reste suffisamment autonome pour agir
seul de fagon coordonnée. On décrit schématiquement deux niveaux pour ce systéme : le

plexus sous-muqueux de Meissner et le plexus myentérique d’Auerbach localisé entre les
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deux couches de la musculeuse. Ces deux systéemes fonctionnent de maniére tout a fait
coordonnée.

La paroi du tube digestif est le siége d’une population de cellules immunitaires
comprenant des lymphocytes et des plasmocytes répartis dans 1’épithélium (lymphocytes T
intraépithéliaux) et dans le tissu conjonctif du chorion de la muqueuse et de la sous-muqueuse
(follicules lymphoides et cellules lymphoides dispersées, ou prédominent largement les
lymphocytes B et les plasmocytes sécréteurs d’IgA). Le tissu lymphoide associé au tube
digestif (Gut Associated Lymphoid Tissue ou GALT) comporte, en plus des cellules
lymphoides dispersées et des follicules lymphoides, les amygdales, 1’appendice iléoceacale et

les plaques de Peyer.

2.4. Propriétés mécaniques de 1’acesophage

L’cesophage est considéré comme une structure tubulaire stratifiée anisotropique,
autrement dit qu’il présente des caractéristiques différentes selon la direction d’application
des contraintes [29, 30]. Par sa fonction il est soumis a des variations de contraintes et de
déformations.

Vanags et al. [30] ont évalué des caractéristiques biomécaniques lors de mesures
effectuées sur 104 cesophages échantillonnés de cadavres humains. Les contraintes, les
déformations, les modules d’¢lasticité ont été établis sur des échantillons [rectangles de 4mm
X 25 mm x h (épaisseur de la paroi) mm] dans les directions longitudinales et
circonferentielles. Ces mesures ont été obtenues selon 1’age du sujet prélevé et le niveau de
coupe cesophagienne. L’cesophage thoracique présentait des forces de contraintes
longitudinales de 1.67 MPa et circonférentielles de 1.48 MPa. Les modules d’élasticité
maximum enregistrés étaient de 2.3 MPa (longitudinal) et 1.44 MPa (circonférentiel). La
déformation de 1’cesophage thoracique était évaluée a 57% dans le sens longitudinal et 66%
dans le sens circonférentiel. La pression intraluminale de rupture était de 55 kPa, pouvant
descendre a 32 kPa. La présence d’une cesophagite diminue les forces de contraintes
longitudinales et circonférentielles, mais accroit le module d’élasticité. Egorov et al. [31] ont
étudié les propriétés mécaniques de différents segments digestifs dont I’cesophage. Ce dernier
était testé dans le sens longitudinal. Les forces maximales de contraintes longitudinales étaient
de 1.2 MPa, et la déformation était de 57%. Le module d’¢lasticité n’était pas évalué. Orvar et
al. [32], établissent en 1993 des mesures endoluminales par manométrie cesophagienne. Pour

une application de 3.4 kPa (26 mm de diameétre) le module d’¢lasticité est mesuré a 13.7 kPa.
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Chaque couche a un comportement mécanique anisotropique en rapport avec sa
composition histologique et I’orientation des fibres de collageénes qui la compose [32, 33].
Natali et al. ont produit un modeéle expérimental d’analyse biomécanique de 1’cesophage [27].
Ce modele théorique est évalué en fonction d’un modéle animal (porc). L’cesophage est
analyse sur le plan mécanique en 2 couches (ou modules) distinctes représentées sur le plan
histologique par la muqueuse/sous-muqueuse et la musculeuse. Des contraintes sont
appliquées jusqu’a 3MPa sur la couche muqueuse (1.2 MPa pour la couche musculeuse). Les
déformations sont plus importantes dans le sens circonférentiel que longitudinal pour une
méme contrainte (quel que soit la couche testée). Leur analyse est fondée sur la configuration
micro-structurale biologique du tissu. L’orientation des fibres qui composent 1’cesophage lui
confere ses propriétés biomecaniques. La couche musculeuse est considérée comme
orthotropique car 1’orientation des fibres musculaires est orthogonale. La couche
mugueuse/sous-mugueuse aurait un comportement anisotropique liée au double croisement de
deux hélices de collagene [34, 35]. Différents modeéles expérimentaux inter-espéces ont
montré des valeurs différentes concernant les propriétés mécaniques mais des comportements
biomécaniques similaires chez le rat [35, 36], le cochon de guinée [37], le porc [34, 38] et
I’étre humain [30, 31]. Ces différents modeles démontrent que les contraintes et les modules
d’¢élasticité sont plus importants dans la couche muqueuse/sous-muqueuse. Ergorov et al. a
démontré que la couche la plus résistante est la sous-muqueuse [31]. Ces propriétés
mécaniques seraient corrélées a la présence de Collagene et d’Elastine et leur distribution

spatiale [27].

Afin de proposer une solution plus satisfaisante aux patients ayant subi une
cesophagectomie, la fabrication d’un substitut implantable aux propriétés structurelles,
biologiques et mécaniques proches de 1I’cesophage natif est rendu possible grace a I’ingénierie

tissulaire.
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3. Ingénierie tissulaire cesophagienne

3.1. Définition

L’ingénierie tissulaire (IT) peut étre définie comme 1’application de principes biologiques,
physico-chimiques et des fonctions qui menent de la conception, des études, de I'achat et du
contrble de fabrication des équipements, a la construction et a la mise en service d’un
complexe biocompatible ayant pour objectif la réparation, la restauration, ou la régénération
des tissus vivants grace a 1’utilisation de biomatériaux, de cellules, et de facteurs seuls ou en

association [39].

Les moyens utilisés par I'ingénierie tissulaire sont trés variés et comprennent la physique,
les mathématiques, l'informatique, la biologie, la médecine ou encore la robotique. Le
principal objectif de I'ingénierie tissulaire est le développement d'organes de remplacement
mais il peut aussi s'agir de mettre au point des modeles d'étude en 2 ou 3 dimensions pour la
biologie. Toutes ces méthodes visent a reproduire dans le tissu artificiel le
microenvironnement spécifique a chaque tissu avec des cellules, des facteurs de croissance et

une matrice organigue ou inorganique.

Les étapes traditionnelles de I'ingénierie tissulaire sont basées sur une matrice (scaffold =
échafaudage) et comprennent tout d'abord le préléevement de cellules chez le patient puis leur
mise en culture avec éventuellement une étape de différenciation. Ensuite les cellules sont
ensemencées sur un matériau non dégradable (synthétique) ou biodégradable (naturel ou
synthétique ; matrice) dont les propriétés sont choisies en fonction du tissu a reconstruire. La
culture des cellules sur la matrice se fera préférentiellement dans des conditions dynamiques
(bioréacteur) afin de favoriser la pénétration des nutriments et les échanges gazeux au sein du
biomatériau. A cette étape, des facteurs de croissance et de différenciation peuvent étre
utilisés pour favoriser la croissance tissulaire. Enfin, aprés un temps de maturation suffisant,

le tissu peut étre réimplanté sur le patient. (Figure 3).
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Figure 3: Principe général de l'ingénierie tissulaire : Aprés prélevement, les cellules
autologues sont amplifiées et ensemencées sur un matériau naturel ou synthétique en présence
de facteurs de croissance. Une phase de maturation in vitro ou in vivo peut étre utilisée avant

l'implantation du produit d’ingénierie tissulaire.

3.2. Cahier des charges

La matrice est un complexe (naturel ou synthétique) biocompatible permettant le support
cellulaire. Sa morphologie, sa géométrie, son épaisseur et sa porosité (taille des pores) sont
connues pour influencer 1’adhésion cellulaire, leur prolifération, I’organisation tissulaire,
I’angiogenese et la constitution de la matrice extracellulaire [21, 40]. La porosité et la taille
des pores de la matrice déterminent les phénomeénes de fibrose et I’angiogenése [41]. La taille
des pores doit étre comprise entre 50 et 200 um permettant la prolifération cellulaire, le
transport des nutriments et I’élimination des déchets. Des pores de 35 &4 70 pm doivent étre
présents afin de promouvoir I’angiogenese [42]. Le scaffold cesophagien doit étre
biocompatible, biodégradable, et résistant a I’acidité gastrique présente dans 1’cesophage de
manicre physiologique [42]. Il ne doit pas engendrer d’infection, d’inflammation et sa
dégradation doit étre compatible avec la régénération cellulaire [21]. En attendant la
régénération cellulaire, le scaffold doit servir de substitut fonctionnel a I’cesophage. Il doit
donc posséder des propriétés mécaniques et de suturabilité adaptées aux forces de pression
exercées lors du passage du bolus alimentaire. Sa viscoélasticité doit supporter les phases de

contraction-relaxation du péristaltisme.

Différentes approches sur la fabrication d’une matrice en ingénierie tissulaire
cesophagienne ont été réalisées depuis le début du siecle dernier ; la premiere approche
consistait en ’utilisation de matériaux non résorbables, puis de polymeres synthétiques et

enfin de matrices naturelles décellularisées.

21



4. Les substituts cesophagiens issus de 1’ingénierie tissulaire

4.1. Historique

Les techniques de substitution cesophagiennes sont décrites depuis plus de 150 ans. Les

premiers rapports faisaient état de 1’utilisation de tube d’ivoire décalcifiés. En 1887, Symonds
est le premier a utiliser des prothéses [43] puis Guisez [44] en 1914, Souttar [45] en 1924,
Coyas [46] et Kropff [47] en 1954. 11 s’agissait dans ces cas précis de stents cesophagiens sous
différentes formes.

Dans les années 1950, Berman rapportait une série de remplacements cesophagiens chez
le chien par une prothese de méthacrylate comparée a une prothese de polyéthyléne [48]. Les
tubes étaient renforcés aux extrémités par des « cuffs » couvertes de nylon. L alimentation des
chiens n’avait « pas posé de probleme » et un cas de fistule avait été rapporté. Fryfogle et al.
[41] étudiaient en 1963 le remplacement du tiers moyen de I’cesophage par une prothése en
Dacron-silicone chez le chien. Tous les chiens avaient présenté une sténose proximale. La
méme équipe rapportait le cas d’un homme de 74 ans chez qui avait été implanté le méme
type de prothese. Le patient était en vie a 6 semaines [49]. Lister et al. [50] étudiaient les
protheses de polyéthyléne associé a du collagéne ou a un lambeau musculaire comme
substitut cesophagien chez le chien. Le polyéthyléne migrait avant 3 mois et s’en suivait une

sténose anastomotique.

4.2. Matrices non résorbables

En 1983, Fukushima et al. étaient les premiers a utiliser un tube de silicone entouré d’une
« mesh » de Dacron [51]. Ces tubes étaient implantés chez 16 chiens. Le taux de survie est de
44% a un an et de 25% a 6 ans. lls notaient une régénération de la sous-muqueuse et de la
muqueuse au contact des anastomoses. Cependant la partie centrale du tube était constituée de
tissu fibrosé. Il n’y avait pas de glandes ni de tissu musculaire. Ces travaux princeps ont
permis de montrer que le matériel non résorbable ne permettait pas une croissance tissulaire
similaire au tissu natif [52]. Le développement de structures tubulaires en double couche
composées de collagéne et de silicone semblait étre une alternative dans les années 90 [40].
Takimoto et al. présentaient en 1993 les résultats & long terme d’une structure tubulaire
composée d’une couche externe de collagéne et d’une couche interne de silicone implantée
chez le chien [53]. La couche interne se comportait comme un stent et était retiré au bout de 4
semaines permettant ainsi de limiter les sténoses anastomotiques. Selon le délai écoulé entre

I’implantation du tube et 1’ablation du stent, Takimoto et al. observaient une régénération
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tissulaire similaire au tissu cesophagien natif [54]. En 1995, la méme équipe proposait la
méme stratégie avec un segment d’cesophage plus long que précédemment (10 cm vs 5 cm)
avec des resultats encourageants [55]. Enfin en 1998 ils publiaient des données suggérant la
possibilité d’obtention d’un néo-cesophage composé d’un épithélium stratifié, et surtout d’une
musculeuse striée disposée en couche circulaire interne et longitudinale externe [56]. Natsume
et al. rapportaient en 1990 et 1993 leurs résultats sur ’implantation de tubes double couche
similaires a Takimoto et al. mais en y ajoutant des cellules épithéliales autologues d’origine
buccale [57, 58]. Enfin Liang et al. réalisaient un tube double couche mais remplacaient le
collageéne par du nitinol [59, 60]. Ils observaient la formation d’un épithélium malpighien

stratifié péri-anastomotique aprés 1 & 2 mois de suivi avec un taux de sténose de 60% [59].

Le tableau 1 résume les différentes publications relatives a I’'IT cesophagienne basée sur du

matériel non résorbable (Tableau 1).

Tableau 1 : Travaux de substitution cesophagienne utilisant des matériaux non résorbables

Auteurs Année Matériel Longueur Modéle

Fukushima et al. [51] 1983 Silicone/Dacron NR Chien
Natsume et al. [57] 1990 Silicone/Collagene 5cm Chien
Natsume et al. [58] 1993 Silicone/Collagéne 5cm Chien
Takimoto et al. [53] 1993 Silicone/Collagene 5cm Chien
Takimoto et al. [54] 1994 Silicone/Collagene 5cm Chien
Takimoto et al. [55] 1995 Silicone/Collagéne 10 cm Chien
Takimoto et al. [56] 1998 Silicone/Collagene 5cm Chien
Liang et al. [59] 2009 Silicone/Nitinol 8cm Porc
Liang et al. [60] 2010 Silicone/Nitinol 8cm Porc
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L’absence de biodégradation et de biocompatibilité¢ au long terme se traduisant par des
sténoses, des infections, des fistules et une faible croissance tissulaires sont le principal écueil
des matériaux non résorbables. Les matrices résorbables synthétiques ou naturelles

apparaissent comme une alternative aux inconvénients des matériaux non biodégradables.

4.3. Matrices résorbables synthétiques

Les scaffolds polymériques offrent des avantages en termes de propriétés biomécaniques,
de prolifération cellulaire et de néo angiogenese [40]. Des polymeres synthétiques comme le
poly(L-lactic acid) (PLLA), poly(lactide-co-glycolide) (PLGA, 75/25, 50/50),
poly(caprolactone) (PCL), PCL/PLLLA, poly(L-lactide-co-caprolactone) (PLLC) et le
poly(glycolic acid) (PGA) ont été utilisés dans I’¢laboration de substituts cesophagiens.

Cependant leur dégradation altérait leurs propriétés mécaniques et leur porosité.

Zhu et al. démontraient la biocompatibilit¢ du PCL modifié ou non sur 1’adhésion des
cellules épithéliales [61]. Ils modifiaient le PCL avec du collagéne 1V modifié associé a du 1,
6-hexanediamine et du glutaraldéhyde. Ils démontraient ainsi une meilleure adhésion et
prolifération cellulaire accrue confirmées par microscopie électronique a balayage (SEM).
Enfin la quantification d’ADN était meilleure sur le PLC-collagéne que sur les témoins (PLC
seul et polystyréne). La méme équipe [62] avait étudié le PLLC. La production de nanofibres
de PLLC était faite par électrospinning et était modifiee avec de la fibronectine. Ces
nanofibres présentaient un module d’¢élasticité en rapport avec la fragilité du scaffold modifié.
Cependant 1’étude du scaffold par SEM confirmait la meilleure adhésion, prolifération, et
cohésion cellulaire en présence de fibronectine (versus le témoin PLLC seul). Enfin Zhu et al.
avaient comparé en 2006 le comportement des trois lignées cellulaires cesophagiennes
(cellules épithéliales, cellules musculaires lisses, et fibroblastes) ensemencées sur du PLLC
seul, du PLLC-collagene et du PLLC-fibronectine [63]. L’adhésion et la prolifération
cellulaires étaient meilleures sur le PLLC modifié, gréce a la présence de RGD (R-Arginine,

G-Glycine, D-Aspartic acid), motifs présents dans le collagéne et la fibronectine [64].

Les membranes de PLLA sont produites par des méthodes chimiques (solvants) [65]. Ces
derniéres peuvent étre modifiées avec du collagéne via des liaisons covalentes utilisant le
glutaraldéhyde ou la génipine. La culture de cellules musculaires lisses était évaluée sur du
PLLA modifié ou pas. L’adhésion et la prolifération des cellules musculaires lisses étaient

meilleures sur le PLLA associé a du collagéne. Ces résultats démontrent 1’intérét de la
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présence de motifs de type RGD identique aux matrices extracellulaires facteur essentiel a

I’ingénierie tissulaire [64].

La porosit¢ des scaffolds synthétiques conditionne I’adhésion, la prolifération et les
liaisons cellulaires. Beckstead et al. avaient développé des scaffolds de porosités différentes
composés de PLLA, PCL, et de PGLA (75/25 ou 50/50) [65]. Ils avaient étudié des
parameétres tels que la taille des pores, la concentration en calcium et la présence de protéines
(collagéne | et IV, fibronectine, laminine, et ostéopontine) pouvant influencer 1’adhésion et la
prolifération cellulaires (cellules épithéliales d’cesophage de rat). Ils avaient comparé leur
résultats a un témoin (Alloderm®, derme humain décellularisé et réticulé). Une faible
concentration en calcium permettait une meilleure prolifération et une meilleure
différenciation (Ca2+<0.1mM). La taille des pores influencait I’organisation architecturale
des cellules épithéliales. Des pores larges permettaient une meilleure organisation d’un
¢pithélium stratifié. L’adhésion était favorisée par la présence de Collagéne I > Collagéne IV
> fibronectine > laminine > ostéopontine. Enfin le scaffold Alloderm® offrait une

architecture (sans modification préalable) plus favorable a I’organisation de 1’épithélium.

Des scaffolds a base de fibres de PGA [66-72] ont été développés associés ou non a des
unités cellulaires. Ces unités étaient formées de noyaux mésenchymateux entourés de cellules
épithéliales. Ces derniers étaient implantés sur des rats permettant d’objectiver le
développement d’un néo-cesophage similaire a I’cesophage natif [66]. Nakase et al. avaient
développé deux types de scaffold afin de réaliser un remplacement circonférentiel de
I’cesophage intra-thoracique chez un modele canin [67]. Le premier type (KF-) était constitué
de PGA associé a un feuillet de membrane amniotique sur lequel était ajouté du tissu
musculaire lisse. Le deuxiéme type (KF+) était similaire au précédent a 1’exception de 1’ajout
de kératinocytes autologues et de fibroblastes. Les scaffolds étaient enroulés autour d’un tube
de polypropylene implanté dans le grand épiploon. Le type KF- était responsable de sténose
moins d’une semaine apres I’implantation, complications absentes dans le groupe KF+.
L’avantage de ces scaffolds polymériques est la promotion d’une ré-épithélialisation des
extrémités au contact de I’cesophage natif. Cependant cette épithélialisation est lente (3 a 4

semaines).

Le tableau 2 résume les différentes publications relatives a I’IT cesophagienne basée sur un

scaffold polymérique (Tableau 2)
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Tableau 2 : Travaux d’ingénierie tissulaire cesophagienne utilisant des scaffolds

polymériques résorbables.

Auteurs Anneée Matrice Modéle Cellules
Sato et al. [68] 1994 PGA-Collagéne Rats Cellules épithéliales
Shinhar et al. 1998 PGA-Collagéne Chiens Acellulaire
[69]
Miki et al. [70] 1999 PGA-Collagéne Rats Cellules épithéliales /
Fibroblastes
Komuro et al. 2002 PGA-Collagéne Porc Acellulaire
[71]
Griskchietetal. | 2003 PGA-Collagéne Rats Cellules épithéliales +
[66] noyaux mésenchymateux
Jansen et al. 2004 PGA / PVDF Lapins Acellulaire
[72]
Beckstead etal. | 2005 PGA/PLLA/ In vitro Cellules épithéliales
[65] PLGA/PCL/
Alloderm®
Zhu et al. [64] 2006 PLLC-Collagéne In vitro Cellules épithéliales /

Fibroblastes / Cellules
Musculaires Lisses

Zhu et al. [63] 2007 PLLA-Collagéne In vitro Cellules Musculaires
Lisses
Zhu et al [62] 2007 PLLC- In vitro Cellules épithéliales
Fibronectine
Nakase et al. 2008 PGA-Muscle lisse Chiens Fibroblastes/kératinocytes
[67]
Zhu et al [73] 2009 PLLC In vitro Cellules Epithéliales /
Fibroblastes
Zhu et al. [61] 2009 PCL-Collagéne In vitro Cellules Epithéliales
[PGA: poly(glycolic) acid, PLLC : poly(L-lactide-co-6-caprolactone), PCL

polycaprolactone, BMM® : Matrigel, PLLA : poly(L-lactide) acid, PLGA : poly(lactic-co-
glycolic) acid, PVDF : polyvinylidene fluoride]

4.4. Matrices décellularisées

Les matrices décellularisées (MD) contiennent un certain nombre de composants de la
matrice extracellulaire (MEC) et sont riches en collagene, élastine, fibronectine, laminine, et
facteurs de croissance. Les MD miment les fonctions biologiques et mécaniques de la MEC
native et ont une architecture tridimensionnelle associée a un microenvironnement propice a
la croissance, la prolifération, et 1’orientation cellulaire [74, 75]. Les MD sont donc
extrémement employées dans 1’ingénierie tissulaire vasculaire, valvulaire cardiaque, cutanée,

et urologique [76].
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La préparation des MD est réalisée par méthodes chimiques et physiques [76]. Les
techniques chimiques d’¢élimination cellulaire employées sont représentées principalement par
le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), le tert-octylphényl-polyoxyéthyléne (Triton X-100),
I’acide déoxycholique (DEOX), I’acide per-acétique et la trypsination [77]. Ozeki et al. ont
comparé ces méthodes et concluaient a la supériorité du DEOX au Triton X-100. Le DEOX
permettait une diminution plus importante de la quantité¢ d’ADN résiduels [78]. Les procédés
de décellularisation permettent de réduire 1’inflammation, et la calcification du scaffold aprés
implantation parce qu’il y a parallélement a la décellularisation une réduction du Complexe
Majeure d’Histocompatibilité (CMH) [79]. Les MD utilisés dans I’IT cesophagienne dérivent

de tissus tels que la vessie, I’cesophage, I’intestin gréle, I’estomac, le derme, ou 1’aorte [80].

En 2001, Isch et al. avaient utilisé du derme humain décellularisé (Alloderm®) comme
patch comblant un défect cesophagien de 2 cm x 1 cm dans un modé¢le canin [81]. Tous les
chiens avaient survécu sans fistule, sténose, infection ou dysphagie objectivés par un transit
pharyngo-cesophagien. L’analyse histologique des cesophages montrait une ré-
épithélialisation associée a une néovascularisation du site substitué un mois apres la chirurgie.
En 2006, Bhrany et al. avaient développé une MD cesophagienne contenant les protéines de la
MEC (présence de collagéne, élastine, laminine, et fibronectine confirmée par étude
histologique) et y avaient implantée des cellules épithéliales de rat [82]. Ils avaient constaté
la présence d’un épithélium stratifié (5 a 7 couches cellulaires) apres 11 jours de culture. Cette
MD n’engendrait pas de réaction immunitaire. La méme équipe a par la suite stabilisé leurs
scaffolds par « cross-linking » avec du glutaraldéhyde ou de la génipine afin de leurs conférer
des forces mécaniques satisfaisantes. Le glutaraldéhyde engendrait une toxicité cellulaire non
retrouvée avec la génipine [83]. Les DM cesophagiens permettent également la croissance de
tissus musculaires lisses. La culture de CMLs autologues associ¢e a des MD cesophagiens a
permis 1’obtention de fascicules musculaires lisses avec une réponse inflammatoire minime.
L’obtention de ces couches musculaires est attribuée a la sécrétion de facteur de croissance
par les CMLs autologues [84]. L’utilisation de MD gastriques (MDGQG) a permis I’obtention de
résultats satisfaisant dans le remplacement de vessie et d’intestin grele [21]. Des patchs de
MDG implantés au niveau de I’cesophage abdominal de rat montraient une bonne
régénération muqueuse confirmée par Bromodéoxyuridine. La constitution d’un épithélium
kératinisé était complete 2 semaines apres 1’implantation. Il n’y avait pas de sténose ou de
dilatation [85]. Badylak et al. démontraient la possibilité d’utiliser des MD dérivées de vessie.

Ces dernieres associées a du tissus musculaire lisse permettaient le remplacement d’un long
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segment cesophagien [86]. L’utilisation de MD de vessie seule ou de tissu musculaire seul
engendrait un tissu cicatriciel responsable de sténose. L’association du MD et du tissu
musculaire permettait la régénération tissulaire proche de I’cesophage natif. L’utilisation de
sous-muqueuse d’intestin grele décellularisée (SIS) comme MD offrait des résultats
encourageants. Lopes et al. avaient remplacé un défect cesophagien semi-circulaire chez le rat
par des SIS lyophilisées ou fraiches. Les deux formes de SIS permettaient une bonne
cicatrisation et la formation d’un cesophage normal [87]. La réponse inflammatoire était
modérée aprés 8 semaines post-implantation. Wei et al. avaient développé un patch de SIS
associ¢ a des cellules épithéliales. Le défect cesophagien créé chez un modele canin était
remplacé par le patch de SIS associé ou pas aux cellules épithéliales. La cicatrisation était
satisfaisante dans les deux groupes avec cependant une ré-épithélialisation compléte lors de

I’ajout de cellules épithéliales [88].

Le tableau 3 résume les différentes matrices décellularisées utilisées dans la confection de

substituts cesophagiens (Tableau 3).
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Tableau 3 : Travaux d’ingénierie tissulaire portant sur les matrices naturelles décellularisées.

Auteurs Anneée Matrice Animal Cellules
Macchiarini et al. 1995 UBM porcine Chien Cellules musculaires
[89] lisses

Badylak et al. [90] 2000 UBM et SIS porcines Chien Acellulaire
Kajitani et al. [91] 2001 Aorte porcine Chien Acellulaire
Isch et al. [81] 2001 Alloderm® Chien Acellulaire
Badylak et al. [86] 2005 UBM porcine Chien Cellules musculaires
striées
Lopes et al. [87] 2006 SIS porcine Rat Acellulaire
Ozeki et al. [78] 2006 EAM rat In vitro Cellules épithéliales
Bhrany et al. [82] 2006 EAM rat Rat (sous- | Cellules épithéliales
cutanée)
Marzaro et al. [84] 2006 EAM porcine Porc Cellules musculaires
lisses
Urita et al. [85] 2007 GAM rat Rat Acellulaire
Bhrany et al. [83] 2008 EAM rat Rat (sous- | Cellules épithéliales
cutanée)
Wei et al. [88] 2009 SIS porcine Chien Cellules épithéliales
Gaujoux et al. [92] 2010 Aorte porcine Porc Acellulaire
Tan et al. [93] 2012 SIS porcine Chien Cellules souches

(UBM : Urinary Bladder Matrix, SIS : Small intestinal submucosa, EAM : Esophageal

Acellular Matrix, GAM : Gastric Acellular Matrix, Alloderm®: Derme humain décellularisé)
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4.5. Synthése

L’analyse bibliographique précédente a fait I’objet d’une revue de la littérature publiée en

2014 [39]. Les matrices décellularisées (MD) semblaient étre la meilleure option dans le

choix d’une matrice cesophagienne (Tableau 4). La décellularisation permettrai de diminuer

la réponse immunitaire tout en préservant les caractéristiques intrinseques du tissu natif [21,

39]. Elle offre également la possibilit¢ d’un ensemencement cellulaire par des cellules

autologues. La prolifération cellulaire semblerait supérieure sur les MD [65].

Tableau 4: Avantages et inconvénients des différents types de matrices utilisées dans

I’ingénierie tissulaire de 1’cesophage

Avantages

Inconvénients

Matrices non résorbables

Bonne tenue mécanique dans
le temps

Recul suffisant

Nécessité de les retirer
Réaction inflammatoire

Faible cellularisation

Matrices polymérigues

Choix de différents
matériaux

Contréle des parameétres
favorables a la cellularisation
Parameétres mécaniques

maitrisables

Tenue mécanique dans le
temps

Pas de controle de la
résorption

Cytotoxicité des matériaux

peu évaluée

Matrices décellularisées

Similitudes a la structure
native

Conditions favorables a la
cellularisation

Faible réaction inflammatoire

Procedés multiples
Cytotoxicité

Tenue mécanique peu
évaluée

Temps de dégradation mal

connue
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5. Maturation et ensemencement cellulaire
5.1. Maturation

La maturation en ingénierie tissulaire semblerait nécessaire pour obtenir une
vascularisation adéquate a la survie du néo-tissu [94]. Deux approches sont décrites; (i)
I’approche in-vitro et (ii) I’approche in-situ.

L’approche in-vitro  impliqgue D’adjonction  cellulaire  préalable sous formes
d’ensemencement « traditionnel », de formation de sphéroides cellulaires au sein du matériau
ou I’ajout de feuillets cellulaires. Toutes ces entités sont centrées par le méme paradigme
consistant en 1’ajout de cellules endothéliales plus ou moins organisées. Le principal écueil
demeure le prélevement de cellules endothéliales difficilement réalisable en pratique clinique
[95]. De plus les caractéristiques intrinseques de ces cellules different selon leur localisation

princeps [94].

L’approche in-situ consiste en 1’implantation du matériau dans un site anatomique
richement vascularis¢ et facile d’accés en pratique clinique. Les sites d’implantation sont
multiples mais principalement représentés par le tissu sous-cutané [96] et le grand épiploon
[97]. Les techniques de lambeaux musculaires et de « boucles artério-veineuses » entrent
également dans le cadre nosologique de la maturation in-situ [94]. Le principal défaut de cette

approche est la nécessité d’une, voire deux interventions chirurgicales supplémentaires.

Le grand épiploon (GE) ou grand omentum est considérée comme le gardien de I’abdomen.
Ces capacités de cicatrisation/régénération sont observees en pratique clinique depuis plus
d’un siécle [98]. Le GE est localisé dans la cavité péritonéale, et se compose de 2 feuillets de
tissus adipeux constitué de « cellules immunitaires » appelées « milky spots » proches des
macrophages [99]. Les bénéfices de 1’épiploplastie (omental transposition des anglo-saxons)
sont reconnus pour le contrdle de I’inflammation [100], le traitement des infections [101], et

favoriser la revascularisation [102, 103].

Le GE est utilisé pour favoriser la régénération et/ou la (re)construction de tissus comme
le tissu nerveux [104], pancréatique [105], hépatique [106], rénal [107], et cardiaque [108].
Ses domaines d’application sont largement utilisés en ingénierie tissulaire pour la construction
d’organes tels que la trachée [109], I’cesophage [67], la vessie [110] et ’intestin [111]. Sa
position anatomique intra-abdominale permet de recevoir le substitut et de le transposer

aisément par des techniques chirurgicales reproductibles [112].
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Malgré des effets bénéfiques constatés dans beaucoup d’études, les mécanismes exercés
par le GE dans les différents phénomenes de régénération sont encore peu connus. Des études
chez le rat ont suggéré qu’en présence de corps étranger intra-abdominal, il existait une
activation du GE permettant une migration cellulaire [113]. Ces cellules stromales non-
graisseuses sécretent des facteurs de croissance tels que le FGF (Fibroblast Growth Factor) et
le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Elles expriment des marqueurs de cellules
souches adultes (SDF-1a, CXCR4, WT-1) et des marqueurs de cellules embryonnaires
(Nanog, Oct-4, SSEA-1) [113, 114]. Plus réecemment, Shah et al. [100] ont caractérisé de
maniere plus précise les 3 types cellulaires activés dans les mécanismes de régénération
induits par le GE. Les sous-types cellulaires étaient classés selon 1’expression des marqueurs
CD45 et CD34 (CD45+/CD34- ; CD45-/CD34+ ; CD45-/CD34-). Le type CD45+ déja décrit
et appelé myelioid derived suppressor cells (MDSCs) [115] regroupe des granulocytes, des
monocytes et des cellules dendritiques. 1ls jouent un réle dans la réponse immunitaire par
suppression de la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+ et Thl [116]. L’activation des
cellules CD45+ est dépendante de I’inducible nitric oxide synthase (iNOC) [117]. Le type
CD45- joue un rdle dans la prolifération et I’activation des Cellules Th17. Le sous-type
CD45-CD34+ est la source principale de cellules souches issues du GE [100]. En effet les
cellules CD34+ ont déja été décrites chez la souris comme immunorégulatrices [118], et sont
considérées comme des cellules souches mésenchymateuses (MSCs). Les MSCs décrites
initialement dans la moelle osseuse ont été décrites et caractérisées dans le tissu adipeux
[119]. Leur capacité de différenciation dans des lignées méso, endo et ectodermiques a été
largement décrite [120-125]. Les MSCs sécrétent des facteurs immunosuppresseurs [126] et
favorisent la régénération des tissus lésés [127].

Le GE a la capacité de former des vaisseaux permettant la néovascularisation de tissus
implantés tels que les Tlots pancréatiques ou des cellules hépatiques [128, 129]. Des études
suggerent que le GE permet une angiogenese adaptée a 1’organe implanté témoignant d’une
grande adaptabilité [130, 131]. Dans I’ingénierie tissulaire cesophagienne, 1’utilité du GE sur
la vascularisation du futur transplant est débattue et peu étudi¢e [39, 132]. L’utilisation du
GE dans I’'IT cesophagienne permettrait ; la vascularisation du futur transplant limitant ainsi
les risques ischémiques, la limitation des réactions inflammatoires, la cellularisation de la

matrice avant son implantation.
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5.2. Cellularisation

L’ajout de cellules quel que soit la matrice utilisée permettrait de réduire 1’inflammation,
de promouvoir I’angiogénése et de réduire les sténoses cicatricielles [39]. Les cellules
utilisees peuvent étre différenciees ou «a potentiel souches ». En ingénierie tissulaire
cesophagienne [133], les cellules utilisées étaient principalement différenciées et représentées
par des cellules épithéliales [78, 82, 83], des cellules musculaires lisses [84, 89], des cellules
musculaires striées [86, 134] et des fibroblastes [64]. L’utilisation de cellules souches a été
décrite dans 1’ingénierie tissulaire ocesophagienne [93]. II s’agissait dans cette étude
préclinique de Tan et al. de cellules autologues issues de la moelle osseuse dans un modeéle
canin. Le groupe expérimental (SIS + cellules) présentait une meilleure cicatrisation et une

moindre inflammation que le groupe contréle (SIS seule) [93].

L’utilisation de cellules parait nécessaire dans les remplacements circulaires cesophagiens
sans pour autant clairement identifier le type cellulaire a utiliser [39]. Les Adipose-Derived
Stem Cells (ADSCs) apparaissent comme des cellules souches « idéales » [135]. Les ADSCs
sont des cellules souches mésenchymateuses multipotentes issus du tissu adipeux. Les deux
principaux avantages (outre leurs capacités de différenciation) sont une accessibilité simple en
pratique clinique [136] et une approche éthique facilitée par sa disponibilité chez ’adulte

[137].

Les ADSCs ont été identifiées et déecrites en 2001 [138]. Zuk et al. décrivaient une
population de cellules multipotentes appelée PLA (Processed Lipoaspirate Cells) car elles
étaient issues des lipoaspirations réalisées en chirurgie esthétique. Ces cellules souches étaient
isolées a partir de la digestion enzymatique de la SVF (Stromal Vascular Fraction) du tissu
adipeux. La culture de la SVF permet I’obtention d’une population rapidement adhérente a la
boite de culture. Zuk et al suggéraient que cette population de cellules adhérentes contenait un
nombre significatif de cellules a potentiel souche [138]. (Figure 4)
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Figure 4 : Représentation schématique de I’isolation des ADSCs et de leurs applications

L’utilisation des ADSCs en médecine régénératrice cesophagienne n’est pas encore
décrite. Leur abondance, la facilit¢ de prélevement et d’isolement, et leur pouvoir de

différenciation [139] en font des cellules de choix.
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6. Objectifs
6.1. Objectif principal

L’objectif principal de ce travail ¢était de fabriquer une matrice cesophagienne

décellularisée tubulaire implantable dans un modele porcin. Il s’agissait de mettre au point et

de valider un procédé de décellularisation simple et reproductible d’un cesophage porcin.

Le critére de jugement principal était de valider la décellularisation effective de 1’cesophage

selon les standards internationaux [76] par analyse histologique aprés coloration H.E.S et

quantification de I’ADN résiduel dans la matrice.

6.2. Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires étaient :

De préciser les caractéristiques physico-biologiques de la MD.

Les caractéristiques mécaniques de la matrice étaient évaluées et comparées a
I’ecesophage avant décellularisation (natif).

La présence et la cohésion des structures de la structure tissulaire de la matrice étaient
comparées a I’cesophage natif.

La quantité et la distribution des glycosaminoglycanes étaient évaluer et comparer
avant et apres la décellularisation.

Les principales protéines de structure étaient caractérisées dans la MD et comparées a
I’cesophage natif.

La biocompatibilité de la MD était testée aprés implantation «in-vivo » dans un

modeéle murin.

De permettre I’ensemencement de la MD par des cellules souches

La cytotoxicité de la MD ¢était évaluée ainsi que 1’attachement cellulaire.
Les cellules souches devaient étre ensemencées de maniere simple et reproductible

grace a la fabrication de feuillets cellulaires.

D’évaluer I’'intérét de la maturation de la MD dans un bioréacteur.

La cellularisation et la vascularisation de la MD étaient évaluées aprés implantation de
cette derniere dans le grand épiploon sur un modele murin.

Le temps de maturation était déterminé selon la balance cellularisation/vascularisation
et dégradation de la MD.

Le bénéfice d’un ensemencement de la MD par des feuillets cellulaires avant

maturation était évalué et comparé a I’absence d’ensemencement préalable.

De tester la faisabilité d’une substitution cesophagienne par une MD sur un mod¢le porcin.
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La suturabilité de la MD pour une substitution cesophagienne était testée cher le porc.
Les suites opératoires d’une cesophagectomie associée a I’implantation de la MD
étaient évaluées sur un modele porcin.

La pertinence clinique d’une maturation préalable de la MD dans le grand épiploon

était évaluée sur un modele porcin.
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Matériels et Méthodes

1. Prélévement cesophagien

1.1. Modéle animal

Le modéle animal retenue était le porc domestique. Les animaux étaient jeunes (moins de
6 mois) et devaient avoir un poids inférieur a 50 kilogrammes (kg). Afin de réduire le nombre
d’animaux sacrifiés (conformément a la législation en vigueur depuis Février 2013), les
cesophages ¢étaient prélevés sur des porcs sacrifiés sous anesthésie générale (dans les 30
minutes précédant le prélévement) dans le cadre d’expérimentation cardiaque au sein de
I’THU-Lyric. Le comité d’éthique régional n’a pas jugé nécessaire la validation du protocole

car il était réalisé sur des animaux sacrifiés dans le cadre d’une expérimentation autorisée.

1.2. Esophagectomie

Tous les prélevements ont été reéaliseés par des personnes ayant la qualification
d’expérimentation animale de niveau 1. L’cesophagectomie était réalisée sur des porcs
décédés dans les suites d’un prélévement de coeur par sternotomie. Cette voie d’abord était
donc utilisée pour prélever 1’cesophage. La plévre gauche était ouverte et le poumon gauche
récliné apres section du ligament triangulaire. L’adventice était ouverte puis un passage rétro-
cesophagien était réalisé par digitoclasie a son tiers inférieur. La dissection était poursuivie
jusqu’au hiatus cesophagien permettant une ascension de la Jonction (Esogastrique en intra-
thoracique. L’cesophage était sectionné au cardia puis la libération était poursuivie au-dessus
de la crosse de la grande veine azygos et aortique. L’cesophage était sectionné a son tiers
supérieur. La sternotomie était refermée par un surjet passé au Mersuture® 1. Le cadavre était
ensuite évacué selon les protocoles en vigueur au sein de la PTIB. (Figure 5)
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Trachée

(Esophage

Figure 5 : Vue opératoire inversée (téte de I’animal en bas) d’un prélévement cesophagien par

sternotomie.

Une fois prélevé, 1’cesophage était rincé au Phosphate-Buffered Saline (PBS). Les tissus
environnementaux prélevés (nerfs et adventice) étaient enleves par dissection chirurgicale.
Tous les cesophages étaient coupés a chacune de leurs extrémités afin d’obtenir des
échantillons d’une longueur maximale de 12 centimeétres. Enfin I’cesophage était placé dans
du PBS (Gibco©) associé a 1% d’antibiotiques (A.A.S, Sigma©) a 4°C dans 1’obscurité.

La décellularisation était effectuée dans les 96 heures suivant le prélevement et la mise en

condition des échantillons.
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2. Décellularisation

2.1. Chambre de décellularisation

La décellularisation cesophagienne était réalisée sur banc Bose Biodynamic Test® (Fig. 6).

Figure 6: Banc Bose Biodynamic Test® utilisé pour la décellularisation. Les fleches
représentent le sens d’écoulement des réactifs. Les fleches indiquent le sens de circulation du

liquide

La chambre est la cavité interne du banc BOSE® dans laquelle circulent les solutions de
détersion en circuit fermé (Figure 6). Les solutions sont contenues dans un réservoir relié a
une pompe a engrenages : l'aspiration se fait en suivant les fleches rouges. La solution arrive
dans le premier collecteur inox, passe dans la lumicre de l'cesophage et sort par un second
collecteur inox (fleche verte). Une boucle (fleches roses) permet un deuxieme passage de la
solution dans la chambre du banc et assure le contact des solutions avec la surface externe de
I';esophage (fleches bleues). Une fois ce double passage effectué, la solution est aspirée au
niveau d'un orifice sur la face supérieure de la chambre en direction du réservoir (fleches
noires). Pour éviter les problemes de surpression et permettre I'amorcage de la pompe, le

réservoir dispose d'une mise a l'air filtrée a 0,2 um.

2.2. Traitements anionigues et enzymatiques

La décellularisation durait 5 jours et comportait trois phases de détersions anioniques et
enzymatiques entrecoupées de ringcages.
Dans un premier temps, un ringage avec antibiotiques (eau osmosée + 1% (v/v) A.A.S,
Sigma®©) était réalisé durant 6 heures. La chambre était vidangée et une premiere solution de
détersion était utilisée pendant 12 heures (eau osmosée + 10% (p/v) de sodium azide 99,9%
(Sigma®©). Un second ringage (eau osmosée + 1% (v/v) A.A.S, Sigma®©) était réalisé pendant

6 heures avant contact avec la deuxiéme solution.
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La deuxiéme phase de détersion durait 24 heures et comportait de 1’acide déoxycholique
(DEOX) (eau osmosée + 4% (p/v) de DEOX (Sigma®©)). Suite a ce traitement, un pré-rincage
a I'eau osmosée était réalisé avant le troisieme ringage avec antibiotiques (eau osmosée + 1%
(viv) ALA.S, Sigma®©) de 6 heures.

La derniere détersion durait 12 heures et correspondait a la phase enzymatique (eau osmosée
+ 10% (p/v) NaCl et 2000 KUI de DNAse de type | (Sigma®©)). Une série de 4 ringages avec
antibiotiques (eau osmosee + 1% (v/v) A.A.S, Sigma®©) apreés le traitement par DNAse était
réalisée pendant 8 heures a raison de 2 heures par ringage.

Un ultime rincage de 24 heures était effectué avec de I'eau osmosee (eau osmosée + 1% (v/v)
A.A.S, Sigma®©) ou du milieu de culture (DMEM, 10% (v/v) SVF, 1% (v/v) PSA).

A la suite de la décellularisation, les cesophages décellularisés étaient conditionnés dans des
tubes Falcon® 50ml contenant 40ml de PBS 1X et 1% (v/v) d’antibiotiques (A.A.S, Sigma®©).

Les cesophages décellularisés €taient ensuite stérilisés par irradiation Gamma.

2.3. Stérilisation et stockage

La stérilisation par irradiation gamma était réalisée a I’aide d'un irradiateur Gammacell

3000 Elan MDS, Nordion (Figure 7).

Figure 7 : irradiateur Gammacell 3000 Elan MDS, Nordion

La dose de 25 kGy était administrée en fractionnement sur 72 heures.
Au terme de I’irradiation Gamma, les échantillons étaient maintenus dans les tubes Falcon®
50ml contenant 40ml de PBS 1X et 1% (v/v) d’antibiotiques (A.A.S, Sigma©). Les tubes

¢taient placés dans 1’obscurité a 4°C.
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3. Caractérisation de la matrice cesophagienne

3.1. Histologie et immunohistochimie

Les échantillons étaient fixés dans du formaldéhyde (4%) a 4°C pendant 48 heures. Apres
fixation, les échantillons étaient déshydratés dans des bains d'éthanol de concentration
croissante (70, 80, 90 et 100%) puis inclus en paraffine et coupés au microtome (épaisseur
7um). Une fois les échantillons inclus, le marquage commengait par un déparaffinage des
tissus par 3 bains de 5 minutes chacun dans du Xylene suivis de 2 bains successifs de 5
minutes chacun dans de l'alcool a 95° puis a 100°. Les échantillons étaient colorés a
I'Hématéine Eosine Safran (HES), au bleu Alcian et/ou au trichrome de Masson. Pour la
coloration H.E.S, un lavage a l'eau courante était effectué pendant 1 a 2 minutes suivi d’une
coloration dans I’hématoxyline pendant 4 min. Un second rincage a l'eau courante était
effectué¢ suivi d’un bain dans une solution d’eau lithinée. Un troisiéme ringage a l'eau
courante avait lieu suivi d'une coloration dans une solution aqueuse d’€éosine a 1% pendant 5 a
7 minutes (ou d'Erythrosine pendant 30 secondes). Le tissu était rincé rapidement a ’eau
courante, a l'alcool 70° puis 95° et a l'alcool absolu. La derniere étape consistait a baigner
I'échantillon pendant 1 & 8 minutes dans une solution alcoolique de safran avant un ultime

rincage a l'alcool absolu et aux xylenes.

Pour I’étude immunohistochimique, les échantillons étaient bloqués aprés déparaffinage
pendant 60 minutes dans du sérum de veau fétal 5% (Invitrogen, Life Technologies©) a
température ambiante dans du PBS associé a du Triton-X 0,3% (Sigma-Aldrich©). Les
échantillons étaient ensuite incubés toute la nuit a 4°C avec 1’Anticorps primaire aux
concentrations respectives : Laminin (1:100; Abcam Ab11575), Elastin (1:50; Abcam
ADb21610), Fibronectin (1:100; Abcam Ab6328), Collagen | 1:100 (Ab34710), Collagen IV
(1:100; Abcam Ab6586), MHC 1 (1:20; AbcamAb22367 FITC-conjugated), MHCII (1:100;
Abcam Ab23990). Les échantillons étaient rincés a 3 reprises dans du PBS puis 1’ Anticorps
secondaire était appliqué pendant une heure a température ambiante : Goat-anti-rabbit (1:500;
Life Technologies; a11037), Goat-anti-mouse (1:500; Life Technologies; a11032).

3.2. Quantification ADN

La quantification de I’ADN résiduel était réalisée selon 2 méthodes répondant aux criteres
internationaux [76]. Des fragments homogénes d’cesophage décellularisé étaient prélevés (1
cm?) puis déshydratés. La premiere méthode suivait les instructions du kit commercialisé par

Qiagen® (Dneasy Blood and Tissu Kit). La deuxieme méthode consistait en la migration sur
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gel d’agarose afin de quantifier le nombre de paires de bases résiduelles. Les mesures étaient

réalisées sur trois échantillons différents. (Annexe 1)

3.3. Quantification des Glycosaminoglycanes

La quantification des glycosaminoglycanes GAGs était réalisee de facon semi-quantitative
par histologie et coloration au bleu Alcian et par méthode quantitative selon les instructions
du kit industriel commercialisé¢ a cet effet (kit Blyscan™ GAGs Assay). L’extraction des
GAGs était faite sur des échantillons de MD lyophilisée. Chaque échantillon était préparé par
digestion par protéinase K dans une solution buffer pendant 48 heures a 50 °C. Les mesures
étaient ensuite faites selon les instructions du kit. Les mesures étaient réalisées sur trois

échantillons différents. (Annexe 2)

3.4. Biocompatibilité

La biocompatibilité de la matrice était évaluée « in-vivo » sur des rats Wistar en accord
avec la législation en vigueur concernant I’expérimentation animale (animalerie Al,
Université de Bordeaux). Chaque rat (femelle : 250 — 350g) était sous anesthésie générale
(Isoflurane 1,5 — 3%) et maintenue sur une table chirurgicale chauffée. Le site chirurgical était
rasé puis désinfecté par de la polyvidone iodée. Deux incisions médianes distinctes
abdominales étaient faites au niveau latéral droit et gauche. Un espace était crée entre les
muscles obliques et le muscle transverse. Un échantillon de 1 cm? était placé dans chaque
espace créé. Chaque animal était porteur d’un fragment de MD et d’un fragment d’cesophage
natif. La peau était fermée par des points séparés de Vicryl 3/0. Les rats étaient euthanasiés a
J14 et J35. Chaque échantillon était excisé avec son tissu environnant puis placé dans du
formaldéhyde a 4% pendant au moins 48 heures. Chaque échantillon était inclus en paraffine

avant d’€étre coupé a une épaisseur de 6 micrometres.

Les échantillons étaient analysés par méthode histologique semi-quantitative apres
coloration H.E.S. L’analyse histo-morphologique comprenait 1’évaluation de I’infiltration
cellulaire, la présence de cellules géantes multinucléées, la vascularisation, le tissu conjonctif,
I’encapsulation et la dégradation des implants. Des critéres de scoring quantitatif étaient
utilisés a J14 et J35 (Tableau 5). Selon les scores obtenus, les echantillons étaient classés en
trois groupes : (i) réponse inflammatoire chronique et a corps étranger (score < 5), (ii) réponse

inflammatoire modérée (5 < score < 10) et intégration (score > 10).
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Tableau 5: «Scoring » histologique utilisé afin d’évaluer de maniére semi-quantitative

I’intégration de biomatériaux en coloration H.E.S a 14 et 35 jours de I’implantation

Score a J14 3 2 1 0
Infiltration cellulaire >150 75 - 150 1-75 0
Organisation du tissu | Trés organisé Moyennement Non MD intact
conjonctif organise organisé
Dégradation MD absente | Traces MD Moyen Non
Encapsulation Absente Minime Moderée Dense
Cellules géantes 0 1 2-5 >5
multi nucléées
Vascularisation >10 6-10 2-5 0-1
Score a J35 3 2 1 0
Organisation tissus Tres organisé Moyennement Non MD intact
conjonctif organisé organisé
Dégradation MD absente Traces MD Moyen Non
Encapsulation Absente Minime Modérée Dense
Cellules géantes 0 1 2-5 >5
multi nucléées
Croissance Organisation Cellules Cellules Pas de
musculaire musculaire musculaire dans | musculaire muscle
MD la MD en
périphérie

Tous les comptes réalisés étaient faits sur 10 champs a grossissement x40. MD : matrice

décellularisée

3.5. Tests mécanigues

La caractérisation mécanique a été réalisée sur les cesophages natifs porcins a 1’¢état frais et
sur les matrices cesophagiennes porcines décellularisées (28 porcs ont été utilisés a cette seule
fin apres avis favorable du comité d’éthique régional). La longueur, le diamétre et 1’épaisseur
de chaque échantillon étaient mesurés avant les tests mécaniques. Les tests étaient effectués
en traction longitudinale et en traction circonférentielle. Un test d’éclatement a été également

réalisé. Les contraintes étaient exprimées en méga pascals (MPa), les forces en Newton (N), la
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déformation en pourcentage (%) et le module d’¢élasticité en MPa. Les pressions
endoluminales étaient exprimées en millimetres de mercure et en kilo pascals (kPa).

Les tests en traction longitudinale et circonférentielle étaient réalisés sur Frame2 MTS 858
Table top System en milieu physiologique dans une solution tamponnée (pour 6 litres, 489
NaCl / 1.2g KCI / 6.9g Na2HPO4, 2H20 / 1.2g KH2PO4) a 37 °C. (Figure 8) Ces tests ont
éte realisés par la Société Rescoll®.

Figure 8 : Test en traction longitudinale sur banc d’essai Frame 2 MTS 858

Les tests d’éclatement ont été réalisés sur un banc d’essai BOSE Biodynamic Test© en
milieu physiologique dans une solution de DPBS X 1 a 37 °C. Les variations de diametre ont
été mesurées par un scanner micrométrique laser LSM 5035 Mitutoyo® (Figure 9). Les tests

d’éclatement ont été réalisés au CIC-IT Bordeaux.

Figure 9 : Test d’éclatement sur banc BOSE Biodynamic et mesure des variations de
diamétres par scanner micrométrique laser LSM 5035
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4. Cellularisation

4.1. Adipose derived stem cells

Les ADSCs ont été isolées a partir du tissu adipeux humain selon la technique de Zuk et
al. [138] avec quelques modifications. Les prélevements de tissu adipeux étaient obtenus a
partir de patients ayant une abdominoplastie. Ces préléevements étaient acheminés en
conditions stériles puis découpés et placés dans des flacons de 250 mL. Une digestion a la
collagénase de type | 250 U/mg était ensuite réalisée sous agitation mécanique au shaker (250
rpm) pendant 90 minutes a 37°C. Aprés 5 min de centrifugation a 900 rpm, la couche
lipidique supérieure était retirée et la fraction vasculaire stromale ainsi obtenue était traitée
pendant 10 min avec un tampon ELB (Erythrocytes Lysis Buffer, composé de 155 mM
NH4CL, 5,7 mM KH2PO4, 0,1 mM). Une fois traitée, la FVS était filtrée sur un tamis
cellulaire de 100 um avant d'étre centrifugée pendant 10 min a 1 100 rpm. Le culot était remis
en suspension dans un milieu de base (DMEM/F12) complété avec 10% (v/v) de sérum de
veau feetal (SVF) et successivement filtré sur des tamis cellulaires de 70 et 40 pm. La
suspension cellulaire obtenue était placée dans des boites de culture de 150 cm? en
atmosphére humide enrichie avec 5% de CO2 a 37°C. Le milieu de culture était renouvelé
tous les 2-3 jours. A confluence, les cellules adhérentes au plastique correspondantes aux
ADSCs étaient détachées par I’action d’une enzyme (solution de trypsine/EDTA (0,125%
(p/v) — 0,0625% (Vv/p))) puis réensemencées a raison de 10 000 cellules/cm2 dans des flacons

de culture pour amplification.

4.2. Cytotoxicité
Deux techniques étaient utilisées pour évaluer la cytotoxicité des produits de relargage

géneérés par la décellularisation et/ou la stérilisation : le test au MTT (bromure de 3-(4-5
diméthylthiasol-2-yl)diphényl tétrazolium)) permettant de quantifier une activité métabolique
et le test au Rouge Neutre (RN) évaluant la viabilité cellulaire. Au préalable de ces deux tests,
les ADSC étaient ensemencées en plaque 96 puits a haute densité (5 000 cellules/puits afin
d'obtenir rapidement la sous-confluence) dans leur milieu de culture classique. Elles étaient
placées en incubateur a 37°C enrichi a 5% de CO2 pendant 24 heures avant d'étre mises au
contact des véhicules d'extraction purs et testées pendant 24 heures.

La cytotoxicité éventuelle des MD envers les ADSCs était recherchée en étudiant I'effet
provoqué par les vehicules d'extractions des MD. Ces vehicules d'extractions étaient obtenus
par immersion des MD pendant différents temps (24, 48 et 72h) et permettaient de mettre en

évidence un éventuel effet toxique lié au relargage de substances (provenant potentiellement
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de la phase de décellularisation). Les extraits étaient préparés dans le respect de la norme
européenne EN 10993-5 fixant un rapport surface apparente immergée de
I'échantillon/volume du vehicule d'extraction allant de 3 & 6 cm#/ml (le rapport étant variable

selon la géométrie et le type d'échantillons a tester).

Le MTT (bromure de 3-(4-5 diméthylthiasol-2-yl)diphényl tétrazolium)) est un sel de
tétrazodium de couleur jaune en solution aqueuse a pH neutre. 1l est réduit en cristaux bleus
de formazan par les succinates déshydrogénases mitochondirales des cellules vivantes. La
quantité de formazan générée par les cellules apres leur incubation avec le MTT est
directement liée a leur activité métabolique. Le véhicule d'extraction déposé dans les puits
préalablement ensemencés était aspiré et la couche cellulaire rincée avec la solution de
Hank's. La solution de travail de MTT, obtenue par dilution de la solution mere (5 mg/ml dans
du PBS 0,1M, pH 7,4) au 1/5¢me dans du DMEM, était déposée a raison de 125 pl par puits.
Les plaques de culture ont été placées dans I'incubateur pendant 3 heures a 37°C et 5% de
CO2. Une fois incubés, les surnageants éetaient aspirés et les cellules lysées a I'aide de 100 pl
de DMSO afin de solubiliser les cristaux de formazan intracellulaires. La lecture de l'intensité

de la coloration était réalisée a 540 nm.

Le rouge neutre est un colorant vital qui se fixe par liaison électrostatique sur les sites
anioniques de la matrice lysosomiale et toute diminution de l'incorporation de ce colorant
traduit une altération de l'intégrité membranaire de ce compartiment. Le véhicule d'extraction
déposé dans les puits préalablement ensemenceés était aspiré. La solution de travail de rouge
neutre, obtenue par dilution au 1/80éme dans I'lMDM sans rouge de phénol de la solution
mere (4 mg/ml dans du PBS 0,1M, pH 7,4), était déposée a raison de 100 pl par puits. Les
plaques de culture étaient placées dans l'incubateur pendant 3 heures a 37°C et 5% de CO2.
Une fois incubées, les surnageants étaient aspirés et les cellules lavées avec de la solution de
Hank's. La lyse des cellules était réalisée par l'addition de 100 pul de solution de lyse (50%
(v/v) éthanol, 1% (v/v) acide acétique 40% (v/v) H20). La lecture de l'intensité de la

coloration a été faite a 540 nm.

Le test au Rouge Neutre et le test MTT devaient objectiver des valeurs de viabilité
cellulaire supérieures a 70% (seuil en dessous duquel le matériau testé est considéré comme
cytotoxique selon la norme EN 10993-5). Les viabilités cellulaires étaient exprimées en

pourcentages et étaient calculées par rapport a un témoin négatif (ADSCs dans leur milieu de
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culture sans véhicule d'extraction) représentant la viabilité cellulaire maximale (valeur 100
%). Le témoin positif de cytotoxicité (Triton) permet de vérifier la réactivité des cellules
testées.

4.3. Test d’attachement

L'adhésion des cellules apreés ensemencement a été testée sur 3 temps (3, 6 et 24 heures)
en conditions statiques sur témoin plastique et sur les MD. L'ensemencement a été réalisé a
partir d'échantillons de 1 cm2 déposés en plaques de culture de 48 puits sur 4 a 6 échantillons

de matériaux et 4 a 6 puits témoins de 1 cm?2 pour chaque temps.

Les MD utilisées pour ce test étaient séparées manuellement en deux unités distinctes
(muqueuse + sous-muqueuse et musculeuse) afin d'évaluer Il'attachement cellulaire sur
chacune d'elles. Une fois séparées, les faces étaient repérées et découpées en disques de 8 mm
de diamétre a I'emporte-piece. Deux gouttes d'agarose étaient déposées au fond des puits
recevant les échantillons afin d'empécher I'attachement spontané des ADSCs au plastique.
Trois plaques de culture de 48 puits ont été ainsi préparées correspondant aux temps 3, 6 et 24
heures. Les disques de MD ont été placés dans les puits et du milieu de culture a été rajouté a
raison de 500 pL par puits (IMDM sans rouge de phénol). Les plaques ainsi préparées ont été
pré-incubées pendant 24h dans Il'incubateur a 37°C enrichie a 5% CO2. Les ADSCs ont
ensuite été ensemencées a raison de 100 000 cellules par puits et les plaques remises a

I'incubateur pour 3, 6 ou 24 heures selon le temps prévu par plaque.

Apres 3, 6 et 24 heures de contact ADSC/témoin plastique et ADSC/MD dans une étuve a
37°C et 5% de CO2, l'adhésion était quantifiée par le dosage de l'activité d'une enzyme
lysosomiale, la N-acétyl-p-D-hexosaminidase [48]. A chaque temps de l'analyse, 240 pl de
substrat de cette enzyme (p-nitrophénol- N-acétyl-B-D-glucosamidine 7,5 nM, citrate de
sodium 0,1 mM pH 5, Triton-X100 5% (v/v)) étaient ajoutés dans chaque puit et incubés
pendant 2 heures a 37°C et 5% de CO2. La réaction était ensuite arrétée par lI'addition de 360
pl d'un tampon glycine 50 mM, EDTA 5 mM, pH 10,4 et la quantification de 'activité était
réalisée apres lecture de l'absorbance a 405 nm. Les résultats étaient exprimés en pourcentage
d'attachement cellulaire sur matériau par rapport a la surface témoin (polystyrene des boites

de culture).
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4.4. Production de feuillets

Les ADSCs en P2 etaient ensemencés a raison de 10 000 cellules/ cm2 dans des flacons
de culture T150 pelables afin de faciliter le prélevement du feuillet. Le milieu utilisé pour la
production de feuillets était composé de DMEM-HAM’S (3:1), 10% (v/v) SVF, 1% (v/v)
A.A.S, (Sigma©) et 50 pg/mL d'acide ascorbique. Les flacons de culture étaient placés dans
une étuve en atmosphére humide & 37°C enrichie a 5% de CO2. Les milieux étaient changés 3
fois par semaine. Un systéeme de lest était nécessaire afin d'éviter le décollement précoce des
feuillets de la boite de culture. Ce systéme consistait en l'utilisation de barreaux aimantés
recouverts de PTFE et de rondelles en fer. Deux rondelles étaient disposées sous le flacon de
culture et des barreaux aimantés stériles étaient placés dans le flacon au-dessus des rondelles
(Figure 10).

Figure 10 : Lestage des feuillets avant leur application sur I’cesophage décellularisé

4.5. Ensemencement

L’ensemencement des MD via les feuillets était réalisé sur la face interne et externe en
maintenant la structure tubulaire de la MD. L’ensemencement de la face externe était fait en
déposant la MD a la partie supérieure du feuillet en place dans la boite de culture (Figure 10).
Le feuillet adhérait a la MD et permettait un enroulement progressif jusqu’a 2 a 3
circonvolutions. Le procédé d’ensemencement de la face interne était similaire mais
nécessitait au préalable I’éversion manuelle de la MD. La face interne était alors a ’extérieur
de la MD et inversement. L’éversion de la MD se faisait dans premier temps permettant
I’ensemencement de la phase interne. L’ensemble était maintenu en culture pendant 14 jours
puis éversé de nouveau permettant I’ensemencement de la face externe. Une fois les deux
faces ensemencées, les complexes MD/feuillets étaient maintenus dans les boites de culture
T150 associé a un milieu de culture similaire a celui des ADSCs pendant 21 jours. L’analyse
du complexe MD/feuillets était faite par histologie en coloration H.E.S a JO, J14, J21, J28 et
J35.
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5. Maturation

5.1. Modéle animal

Afin d’évaluer I’effet du grand épiploon sur la MD, ces derniéres étaient implantées dans
le grand épiploon de rats «nude » aprés accord du comité d’éthique conformément a la
législation en vigueur (Animaleric A2 de I’Université de Bordeaux). Six MD différentes
¢taient utilisées afin de s’assurer de la reproductibilité de I’expérience. Des échantillons de
MD étaient préparés en conditions stériles afin d’obtenir des fragments de 1 cm? Selon
I’attribution des groupes, les MD ¢étaient ensemencées comme décrit précédemment en

extemporané de 1’implantation.

Les rats étaient placés sous anesthésie genérale (Isoflurane 1,5 — 3%) et maintenus sur une
table chirurgicale chauffée sous hotte a flux laminaire. Une laparotomie médiane permettait
d’accéder au grand épiploon. Un échantillon de MD était enroulé dans le grand épiploon puis
fixé par un point de fil monofilament non résorbable (Prolene 4/0). Le plan aponévrotique
était fermé par un surjet de fil tressé résorbable (Vicryl 3/0). La peau était fermée par des

points séparés de fil tressé résorbable (Vicryl 4/0).

Les rats étaient sacrifiés a 2, 4 ou 8 semaines suivant I’implantation. Une exérese de

I’implant était réalisée puis analysée en histologie apres inclusion et coloration H.E.S.

5.2. Schéma expérimental

L’étude de la maturation préalable d’une MD in situ avait pour objectifs de déterminer le
temps optimal de cette dernic¢re et le besoin d’une cellularisation préalable. Les critéres de
jugement reposaient sur I’analyse histologique de 1’inflammation, de la vascularisation, et de
la cellularisation selon le temps de maturation et la réalisation d’un ensemencement préalable.
Trois groupes de rats nude étaient formés selon le temps de suivi ; 2, 4 et 8 semaines. (Figure
11) Dans chaque groupe, la moitié des individus était implantée avec une MD ensemencée

avec un feuillet et 1’autre moitié avec une MD seule.
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Rats nude Rats nude Rats nude Rats nude

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 1 +2+3
Suivi § semaines Suivi 4 semaines Suivi 2 semaines  Suivi 8, 4 et 2 semaines
Implantation T0 Implantation T4 Implantation T6
Sacrifice
1 1 I ]
0 4 A g 3 Sulvi en semaines

Figure 11 : Schéma expérimental évaluant le temps de maturation dans un bioréacteur sur un

modéele murin d’une matrice biologique en fonction de sa cellularisation préalable.

5.3. Histologie
Lors du sacrifice des animaux, une laparotomie était réalisée apres le constat de déces de

I’individu selon la 1égislation en vigueur. L’implant était prélevé en monobloc avec 1’épiploon
attenant. Chaque échantillon était placé dans du Formaldéhyde a 4%. Pendant au moins 36
heures. L’analyse histologique était réalisée en H.E.S aprés inclusion et coupe de 6 um.
L’évaluation semi-quantitative de 1’inflammation, la vascularisation et la dégradation de la

MD était réalisée selon les criteres du Tableau 5 (page 40).

50



6. Substitution cesophagienne

6.1. Modéle animal

Le modéle animal retenu était le porc domestique. Les animaux étaient jeunes (moins de 6
mois) et devaient avoir un poids inférieur a 50 kilogrammes (kg). Afin de réduire le nombre
d’animaux sacrifiés (conformément a la Iégislation en vigueur depuis Février 2013), le

prélévement cesophagien était réalisé comme décrit précédemment (paragraphe 1.1).

Les porcs devant avoir une substitution cesophagienne étaient opérés sous anesthésie
génerale selon les modalités suivantes : Prémédication : Kétamine 10 mg/kg IM, Azapérone 2
mg/kg IM. Induction : Pentobarbital 10 mg/kg IV. Intubation : apres nébulisation de lidocaine
en solution a 4 %. Entretien: Isoflurane 2%, Oxygene 100%. (Curare) : Vercuronium 0,1
mg/kg bolus toutes les 30 minutes. Analgésie multimodale : Fentanyl 25 pg/kg/h +
Kétoprofen 2 mg/kg + Bupivacaine locale 2 mg/kg. (Hypnotique/sédatif): Kétamine +
midazolam 1 mg/kg/h + 0,05 mg/kg/h. Monitoring : Contrdle continu de la saturation en
oxygene de I’hémoglobine. Un électrocardiogramme évaluait la fonction cardiaque de

I’animal et permettait de corriger le plus rapidement possible d’éventuels troubles du rythme.

6.2. Schéma expérimental

Le but de ce protocole expérimental était d’évaluer la faisabilité d’une cesophagectomie
par laparotomie dont le remplacement cesophagien était assurée par une MD préalablement
maturée ou non. Deux groupes de porcs étaient réalisés. Parmi les deux groupes, le premier

¢tait opéré a 2 reprises par laparotomie médiane a 4 semaines d’intervalle (Figure 12).
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Substitution
cesophagienne

Groupe 2
Laparotomie x 1
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Figure 12 : Schéma expérimental évaluant la faisabilité d’une substitution cesophagienne chez
le porc domestique par un cesophage hétérotopique préalablement décellularisé. Seuls les MD
du groupe 1 ¢taient implantées dans 1’épiploon 4 semaines avant la substitution

cesophagienne.

La premicre laparotomie permettait 1’exposition du grand épiploon et 1’enroulement de la
MD fixee a ses extrémités par des points de fil mono-filament non résorbable (Prolene 4/0).
La lumiére de chaque MD était tutorisée (la maintenant ouverte) avant son implantation par
une sonde de Foley charriere 20 Fr. La fermeture du plan aponévrotique était assurée par deux
hémi-surjets de Vicryl 1. Le plan cutané était réalisé par des points de Blair-Donati au Vicryl
3/0 rapide. Lors de la seconde laparotomie une oesophagectomie était pratiquée. La MD était
placée entre 1’cesophage thoracique et 1’cesophage abdominal. Les anastomoses MD-
cesophagiennes étaient termino-terminales a points séparés de fils monofilament a résorption
lente (PDS 4/0). Dans le premier groupe la MD située dans le grand épiploon était transposée
en respectant la vascularisation du grand épiploon vers la MD. Dans le deuxiéme groupe une
épiploplastie de recouvrement était réalisée autour de la MD implantée.

Le suivi était realisé quotidiennement pendant un mois postopératoire. Les animaux
¢taient pesés tous les deux jours. La réalimentation s’est faite dés le lendemain de
I’intervention. La dysphagie, I’hypersialorhée, les vomissements et la température de 1’animal

faisaient parties de la surveillance.
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6.3. Histologie

Lors du sacrifice des animaux aprés un mois de suivi, une laparotomie était réalisée apres
le constat de déces de ’individu selon la 1égislation en vigueur. L’implant était prélevé en
monobloc avec 1’épiploon attenant et les organes sus et sous-jacents. Chaque échantillon était
placé dans du Formaldéhyde a 4%. Pendant au moins 36 heures. L’analyse histologique était

réalisée en H.E.S aprés inclusion et coupe de 6 pm.
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7. Analyses statistiques

La distribution des échantillons étaient considérée comme normal. La comparé de deux
pourcentages était faite selon le test du Chi2 et la comparaison de deux moyennes selon le test

de Student. La difference était significative pour une valeur de p < 5%.
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Résultats

1. Décellularisation

1.1. Analyse histologique

L’aspect macroscopique des échantillons se modifiait entre chaque cycle de détersion
(Figure 13). L’aspect final était une structure tubulaire translucide. Le nombre d’cesophage
porcin décellularisée était de 103.

Figure 13 : Aspect macroscopique de 1’échantillon lors de la décellularisation. A : aspect de

I’cesophage porcin avant sa décellularisation, B : aspect de la MD en fin de décellularisation

L’analyse histologie aprés coloration H.E.S n’objectivait pas de noyau intact résiduel
apres la décellularisation. La trame structurelle de I’cesophage décellularisé était conservée en

comparaison a 1’cesophage natif. (Figure 14)

Figure 14 : Coupes histologiques apreés coloration H.E.S d’un cesophage porcin avant et apres
sa décellularisation. A : cesophage porcin natif (Grossissement x10), B : cesophage porcin
décellularisé (Grossissement x40)
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Les 3 couches distinctes de 1’cesophage natif étaient préservées apres la
décellularisation. La coloration au trichrome de Masson révélait la présence persistante de
Collageéne dont la conformation était similaire a I’organe natif. (Figure 15)

Figure 15: Coupe histologique aprés coloration au trichrome de Masson d’un cesophage
porcin avant et aprés sa décellularisation. A : cesophage porcin natif (Grossissement x 40), B :

cesophage porcin décellularisé, persistance de la trame conjonctive (Grossissement x40)

1.2. Quantification de I’ADN résiduel

Les quantifications de I'ADN résiduel étaient réalisées sur des échantillons lyophilisés
issus de 4 MD différentes et d’un cesophage natif témoin. (Figure 16) La concentration
moyenne d’ADN résiduel était de 50 ng/mg de tissu sec pour les MD, et de 1630 ng/mg de

tissu sec pour I’cesophage natif.
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Figure 16 : Graphique d’illustration de la quantification de I’ADN résiduel exprimée en
ng/mg de tissu lyophilisé d’un cesophage décellularisé
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Les migrations sur gel d'agarose des solutions d'extraction de I'ADN résiduel sur
I’cesophage natif révélaient la présence d'une bande tres nette au début du gel correspondant a
une taille de 20 000 paires de bases. (Figure 17)

Figure 17 : Migrations sur gel d'agarose de solutions d'extraction de I'ADN résiduel sur un
cesophage natif d’origine porcine

Les migrations des solutions d'extraction de I'ADN résiduel issue des MD mettaient en
évidence une concentration importante de fragments d’/ADN compris entre 50 et 200 paires de
bases (pistes 43 - 45). Des smears étaient observés sur les pistes de migration (pistes 46 - 48)

pour I'cesophage témoin. (Figure 18)

Figure 18: Migrations des solutions d'extraction de 1'ADN résiduel issue d’cesophage
décellularisé (pistes 43 — 45) et d’cesophage natif (pistes 46 — 48)
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2. Caractéristiques de la matrice biologique

2.1. Glycosaminoglycanes (GAGS)

L’évaluation histologique au Bleu Alcian révélait une diminution importante mais non
quantifiable des GAGs aprés décellularisation. 1l persistait une coloration des GAGs dans la

sous-mugqueuse apres la décellularisation. (Figure 19)

Figure 19 : Coloration histologique au bleu Alcian d’un cesophage natif et décellularisé. La
présence de glycosaminoglycanes est plus importante dans [’cesophage natif. A
Glycosaminoglycanes présents dans la sous-muqueuse (fléche) d’un cesophage porcin natif
(Grossissement x10), B : Absence de visualisation de GAGs dans la sous-muqueuse d’un
aesophage porcin décellularisé (Grossissement x10), C: GAGs presents dans la sous-
muqueuse (fleche) d’un cesophage porcin natif (Grossissement x40), D : Traces de GAGs
présents dans la sous-muqueuse (fleches) d’un cesophage porcin décellularisé (Grossissement
x40)

Les concentrations en GAGs étaient de 0,26 pg/mg de tissu sec pour I'cesophage natif et
de 0,19 pg/mg de tissu sec pour les MD. Il n’y avait pas de différence significative entre ses
deux valeurs. La baisse constatée était de 27% de GAGS mesurés en moins apres

décellularisation. (Figure 20)
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Figure 20 : Graphique d’illustration de la quantité mesurée de glycosaminoglycanes résiduels

dans des échantillons d’cesophages porcins avant et apres décellularisation

2.2. Structures biologiques
Les protéines de structures de la matrice extracellulaire (Laminine, Elastine, et

fibronectine) étaient présentes avant et apres la décellularisation. Le collagéne IV, protéine de

la membrane basale, n’avait pas pu étre mis en évidence sur les cesophages natifs et

décellularisés.
La laminine était présente dans la sous-muqueuse et la musculeuse. Apres décellularisation la

laminine était toujours presente et répartie comme dans la structure native. (Figures 21 et 22)
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Figure 21 : Analyse immunohistochimique de la laminine dans un cesophage porcin natif. A :

marquage de la laminine (Grossissement x4), B : Marquage de la laminine dans la sous-
muqueuse (Grossissement x10), C : Marquage de la laminine dans la musculeuse
(Grossissement x10), D : Marquage de la laminine (fleche) dans la sous-muqueuse et la
musculeuse (Grossissement x200).
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Figure 22: Analyse immunohistochimique de la laminine dans un cesophage porcin

décellularisé. A : marquage de la laminine (Grossissement x4), B : Marquage de la laminine
dans la sous-muqueuse (Grossissement x10), C : Marquage de la laminine dans la musculeuse
(Grossissement x10), D : Marquage de la laminine (fleches) dans la sous-muqueuse et la
musculeuse (Grossissement x200).
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L’¢lastine était présente dans toutes les couches cesophagiennes. Elle était observée en

bordure des vaisseaux sanguins avant et apres la décellularisation. (Figures 23 et 24)

Figure 23 : Analyse immunohistochimique de 1’¢lastine dans un aesophage porcin natif. A :

marquage de I’¢élastine (Grossissement x4), B : Marquage de 1’¢lastine dans la musculeuse
(Grossissement x10), C : Marquage de 1’élastine (fleche) dans la musculeuse (Grossissement
x200), D : Marquage de 1’élastine dans la sous-muqueuse et la musculeuse (Grossissement
x200)
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Figure 24 : Analyse immunohistochimique de 1’élastine dans un cesophage porcin
décellularisé. A : marquage de 1’¢lastine (Grossissement x4), B : Marquage de 1’¢lastine dans
la musculeuse (Grossissement x10), C : Marquage de 1’¢lastine dans la musculeuse
(Grossissement x200), D : Marquage de 1’¢élastine dans la sous-muqueuse au pourtour des

capillaires (fleche) (Grossissement x400)
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La fibronectine était principalement présente dans la musculeuse avant et aprés la
décellularisation. (Figure 25 et 26)

Figure 25 : Analyse immunohistochimique de la fibronectine dans un cesophage porcin natif.
A : marquage de la fibronectine (Grossissement x4), B : Marquage de la fibronectine dans la
musculeuse (Grossissement x40), C : Marquage de la fibronectine dans la musculeuse
(Grossissement x200), D : Marquage de la fibronectine dans la sous-muqueuse et la
musculeuse (Fleche) (Grossissement x200)
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Figure 26 : Analyse immunohistochimique de la fibronectine dans un cesophage porcin

décellularisé. A : marquage de la fibronectine (Grossissement x4), B : Marquage de la
fibronectine dans la musculeuse (Grossissement x40), C : Marquage de la fibronectine dans la
musculeuse (Grossissement x200), D : Marquage de la fibronectine dans la sous-muqueuse et
la musculeuse (fleche) (Grossissement x200)

Les trois protéines de structures testées (Laminine, elastine et fibronectine) étaient
présentes avant et aprés la décellularisation. La structure architecturale des MD étaient
préservee et cohésive aprés decellularisation. Leurs répartitions dans les différentes couches

cesophagiennes étaient respectées et observées avant et apres la décellularisation.

2.3. Propriétés mécaniques

Les enregistrements des déformations longitudinales et circonférentielles objectivaient un
comportement anisotropique de 1’cesophage natif. Les déformations maximales observées
¢taient de 104 % et 95 % dans I’axe circonférentiel et dans 1’axe longitudinal, respectivement.

La MD avait un comportement mécanique similaire a 1’cesophage natif, avec des déformations
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maximales observées de 65 % et 387 % dans les directions circonférentielles et

longitudinales, respectivement. (Figure 27)

Figure 27 : Caractérisation mécanique d’cesophages porcins avant et aprés décellularisation.
A test mécanique en traction circonférentielle sur un cesophage porcin natif, B: test
mécanique en traction circonférentielle sur un cesophage porcin décellularisé¢, C: test
mécanique en traction longitudinale sur un cesophage porcin natif, D : test mécanique en

traction longitudinale sur un cesophage porcin décellularisé

Les tests étaient réalisés sur 14 cesophages dans chaque axe. Sept cesophages natifs et 7
cesophages décellularisés étaient testés dans 1’axe circonférentiel et longitudinal, soit 28
cesophages. Les échantillons testés mesuraient 7 a 8 cm de grand axe et Iintégrité de la
structure tubulaire était conservée. Le tableau 6 résume les résultats obtenus pour les

caractéristiques telles que la déformation, la contrainte, le module d’élasticité et la force.
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Tableau 6 : Caractéristiques mécaniques en traction longitudinale et circonférentielle de 28

cesophages porcins avant et apres décellularisation

Axe Longitudinal

Axe Circonférentiel

Caracteristiques | (Esophage | (Esophage (Esophage | (Esophage
natif décellularisé p natif décellularisé p
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Déformation,
type
Contrainte,
moyenne + écart 280 + 69 1384 + 932 | <0.001 160 + 44 146 + 32 0.548
type
Module
d’elasticité, | 59 4 149 | 5974 £ 2551 | 0.001 | 279+ 16 89+53 | <0.001
moyenne + écart
type
Force,
moyenne + écart 33+7 68 +13 <0.001 107 = 25 93 +23 0.289
type

(La déformation est exprimée en pourcentage (%), la contrainte en kilo-pascal (kPa), le

module d’¢élasticité en kilo-pascal (kPa) et la force en Newton (N). p exprime la significativité

(< 0,05) du test de Student utilisé pour comparer les moyennes)

Sept cesophages natifs et 7 MD correspondants au tiers moyen et inférieur de 1’cesophage

ont subi un test d’éclatement. La rupture était définie apres 1’observation macroscopique

d’une fuite de produit de contraste ou d’un éclatement brutal. (Figure 28)
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Fuite Rupture

Figure 28 : Test d’éclatement d’cesophage porcin réalisé sur banc Bose Biodynamic Test®.

A : visualisation d’une fuite, B : éclatement, témoins de la pression endoluminale maximale.

La pression endoluminale maximale moyenne était de 79.2 kPa (écart-type = 20.9 kPa)
pour les cesophages natifs et de 108.3 kPa (écart-type = 17.9 kPa) pour les MD. (Figure 29) Il
n’y avait pas de différence significative entre les pressions endoluminales de 1’cesophage

avant et apres décellularisation (p = 0,386).
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Figure 29 : Illustrations graphiques des tests d’éclatement réalisés sur 7 cesophages natifs

porcins et 7 cesophages décellularisés porcins.
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2.4. Biocompatibilité

La biocompatibilité de la matrice était évaluée in vivo. Douze rats étaient opérés sous
anesthesie generale. Un échantillon de MD et un échantillon d’cesophage était implanté
distinctement sur chaque rat. Six rats étaient sacrifiés 14 jours apres I’implantation. Les six
derniers rats ¢étaient sacrifiés 35 jours apreés I’implantation. Aucune complication

postopératoire n’était constatée. Tous les individus avaient survécu.

L’analyse histologique apres coloration H.E.S des fragments de MD a J14 objectivait un
score d’intégration (Tableau 5) variant de 11 a 13. L’analyse des MD objectivait une
infiltration cellulaire de moyenne abondance, un tissu conjonctif moyennement organisé, une
faible dégradation de la matrice, une encapsulation minime voire absente, une faible présence

de cellules géantes multinucléées et une vascularisation de faible abondance. (Figure 30)
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Figure 30: Analyse histologique aprés coloration en H.E.S d’un fragment d’cesophage

décellularisé implanté 14 jours dans la paroi musculaire d’un rat. A : Absence d’encapsulation
(fleche) (grossissement x10), B : réaction inflammatoire et infiltration cellulaire de la
musculeuse résiduelle (grossissement x 40), C: infiltration cellulaire et dégradation de
I’épithélium (fleche) (grossissement x 100), D : infiltration cellulaire de la musculeuse

(fleche) (grossissement x 200)

L’analyse histologique apres coloration H.E.S des fragments d’cesophages natifs a J14
objectivait un score d’intégration variant de 9 a 11. L’analyse des cesophages natifs objectivait
une infiltration cellulaire de moyenne abondance, un tissu conjonctif moyennement organisé,
une faible dégradation du fragment, une encapsulation modérée, la présence de cellules

géantes multinucléées et une vascularisation de faible abondance. (Figure 31)
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Figure 31 : Analyse histologique aprés coloration en H.E.S d’un fragment d’cesophage natif

implanté 14 jours dans la paroi musculaire d’un rat. A : encapsulation modérée et absence
d’organisation du tissu conjonctif (fleche) (grossissement x10), B : réaction inflammatoire et
infiltration cellulaire de la musculeuse résiduelle (grossissement x 40), C : infiltration
cellulaire et dégradation de la musculeuse (fleche) (grossissement x 100), D : infiltration

cellulaire de la musculeuse (grossissement x 200)

L’analyse histologique apres coloration H.E.S des fragments de MD a J35 objectivait un
score d’intégration (Tableau 5) variant de 6 a 11. L’analyse des MD objectivait un tissu
conjonctif moyennement organisé, une faible dégradation de la matrice, une encapsulation
minime voire absente, une faible présence ou ’absence de cellules géantes multinucléées et

I’absence d’organisation de tissu musculaire au sein de la MD. (Figure 32)
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Figure 32: Analyse histologique aprés coloration en H.E.S d’un fragment d’cesophage

décellularisé implanté¢ 35 jours dans la paroi musculaire d’un rat. A : musculeuse et sous
mugqueuse présentes (Grossissement x10), B : absence d’encapsulation (Grossissement x100),
C : réaction inflammatoire périphérique minime au contact de 1’épithélium résiduel (fleche)

(Grossissement x100), D : Faible organisation du tissu conjonctif (Grossissement x40)

L’analyse histologique aprés coloration H.E.S des fragments d’cesophage natif a J35
objectivait un score d’intégration (Tableau 5) variant de 6 a 10. L’analyse des fragments
d’cesophage natif objectivait un tissu conjonctif organisé, une dégradation de 1’cesophage, une
encapsulation souvent absente, une faible présence de cellules géantes multinucléées et

I’absence d’organisation de tissu musculaire au sein de 1’cesophage natif. (Figure 33)
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Figure 33 : Analyse histologique aprés coloration en H.E.S d’un fragment d’cesophage natif

implanté 35 jours dans la paroi musculaire d’un rat. A : cesophage fortement dégradé (fleche)
(Grossissement x10), B : organisation du tissu conjonctif (Grossissement x40), C : réaction
inflammatoire périphérique minime au contact de I’épithélium résiduel (Grossissement x100),
D : Présence de cellules géantes multinucléées (cercle) (Grossissement x200)

Les MD présentaient un score histologique de biocompatibilit¢ a J14 d’intégration
tissulaire (score > 10) pour les 3 échantillons implantés. Le score a J35 révélait une
inflammation modérée pour une MD (5 < score < 10) et une bonne intégration pour 2 MD
(score > 10). Les scores histologiques de biocompatibilit¢ des cesophages natifs a J14
révélaient une inflammation modérée pour un échantillon (5 < score < 10) et une intégration
tissulaire pour les 2 autres échantillons (score > 10). Deux fragments d’cesophages natifs a
J35 présentaient une infection suppurative localisée ne modifiant pas le score histologique.
Deux échantillons d’cesophages natifs présentaient une inflammation modérée (5 < score <

10) et un échantillon présentait une intégration tissulaire (score > 10).
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3. Cellularisation

3.1. Cytotoxicité
Les tests au Rouge Neutre et au MTT étaient réalisés sur 2 séries de 3 MED. Les MD de

la série 1 avaient eu le dernier ringage du procédé de décellularisation a I’eau osmosée tandis

que les MD de la série 2 avaient eu un ringage composé¢ de milieu de culture d’ADSC

(DMEM, 10% (v/v) SVF, 1% (v/v) PSA).

Le test au Rouge Neutre objectivait des taux de viabilité cellulaire moyens mesurés en

fonction des temps d'incubation des véhicules d'extraction pour la série 1 de 110% a 24h,

121% a 48h et 117% a 72h (supérieurs au seuil de 70%). Sur la série 2, les taux moyens de
viabilité cellulaire en fonction des temps d'incubation des véhicules d'extraction étaient de
88% a 24h, 103% a 48h et 100% a 72h (supérieurs au seuil de 70%). Il existait une baisse

significative des
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résultats obtenus pour la série 2 par rapport a la série 1. (Figure 34)
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Figure 34 : Cytotoxicité évaluée par le test au Rouge Neutre sur deux séries d’cesophages

décellularisés dont la nature du dernier rincage differe
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Le test au MTT objectivait pour la série 1 (n=3) une activité métabolique moyenne de 66,
64 et 71% pour les temps 24, 48 et 72h, respectivement (pour un seuil positif supérieur a
70%). La série 2 (n=3) avait des activités métaboliques moyennes de 80% a 24h, 95% a 48h
et 91% a 72h (pour un seuil positif supérieur a 70%). Il existait une augmentation significative
de I'activité métabolique des MD issues de la série 2 comparées aux MD de la série 1. (Figure
35)
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Figure 35: Cytotoxicité évaluée par le test au MTT sur deux séries d’cesophages

décellularisés dont la nature du dernier rincage differe

3.2. Attachement cellulaire

De fagon similaire a la cytotoxicité, les tests d’attachement étaient réalisés sur 2 séries de
3 MD. Les MD de la série 1 avaient eu le dernier rincage du procédé de décellularisation a
I’eau osmosée tandis que les MD de la série 2 avaient eu un ringage composé de milieu de
culture d’ADSC (DMEM, 10% (v/v) SVF, 1% (v/v) PSA).
Les pourcentages d'attachement des ADSCs sur les MD de la série 1 étaient de 25% a 3
heures, 24% a 6 heures et 34% a 24 heures. Les pourcentages d'attachements des ADSCs sur
les MD de la série 2 étaient de 40% a 3 heures, 43% a 6 heures et 49% a 24 heures. La série 2

présentait un pourcentage d’attachement significativement supérieur a la série 1. (Figure 36)
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Figure 36 : Attachement des ADSCs sur des cesophages décellularisés évalué sur deux séries

d’cesophages decellularisés dont la nature du dernier rincage différe

3.3. Ensemencement

L’ensemencement des MD étaient réalisé a partir de feuillets cellulaires d’ADSCs obtenus

apres 3 a 7 semaines de culture.

La premiere série de MD (n = 5) était ensemencée uniquement sur la face externe pendant 5 a
9 jours. Les MD étaient enroulées (et fixées par des points aux extrémités) dans le feuillet de

maniere a réaliser 2 a 3 circonvolutions. (Figure 37)

Figure 37 : A : vue en microscopie optique d’un feuillet d’ADSCs en cours de culture a J14
(Grossissement x200), B : vue macroscopique d’un feuillet d’ADSCs en cours de culture a
J21, C: vue macroscopique d’un cesophage décellularisé aprés enroulement d’un feuillet

d’ADSCs sur sa face externe
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La « cellularisation » n’était pas effective sur la face externe de maniére systématique.

Dans 3 cas I’absence de cellularisation était liée a I’absence d’adhésion du feuillet sur la MD.

(Figure 38)
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Figure 38: Coupe histologique aprés coloration H.E.S d’un cesophage décellularisé

ensemencé sur sa face externe par un feuillet d’ADSCs (Grossissement x10). Absence

d’adhésion du feuillet aprés 9 jours de culture

Deux MD sur les 5 ensemencées sur leurs faces externes présentaient une cellularisation

débutante de la musculeuse. Les feuillets étaient adhérents a la MD. (Figure 39)

Figure 39 : Coupe histologique aprés coloration Hémalun d’un cesophage décellularisé mise

en culture 5 jours aprés ensemencement de sa face externe avec un feuillet d’ADSCs. A :

Adhésion du feuillet (Grossissement x20), B : Visualisation des noyaux dans la couche

musculeuse externe (fleche) au contact du feuillet (Grossissement x10)
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La deuxi¢éme série d’ensemencement (n = 3) qui consistait a cellulariser la face interne
puis la face externe n’a pas permis d’objectiver la présence des feuillets sur la face interne sur

les coupes réalisées a J14. (Figure 40).
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Figure 40 : Coupe histologique aprés coloration H.E.S d’un cesophage décellularisé éversé
ensemencé par un feuillet d’ADSCs a J14 (Grossissement x10). Absence de visualisation du

feuillet

Les coupes histologiques réalisées a J21 montraient la matrice de retour dans sa
configuration anatomique. Le feuillet était visible mais n'était constitué que de matrice
secrétée par les ADSCs. Les ADSCs restants ne semblaient pas viables en rapport avec la

faible présence de noyaux pour la plupart déformés et 1’aspect granuleux des cellules. (Figure

41)

e S e
Figure 41 : Coupe histologique aprés coloration H.E.S d’un cesophage décellularisé éversé
ensemencé par un feuillet d’ADSCs a J21. A : présence du feuillet (cercle) sur la face externe
(Grossissement x40), B : Absence de migration cellulaire dans la musculeuse a partir du

feuillet (cercle) (Grossissement x400)
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Les coupes histologiques a J28 objectivaient des feuillets présents mais non adhérents.
Les cellules présentes semblaient peu viables. A J35, les feuillets étaient présents sur la face

interne et externe. Des cellules étaient encore présentes mais ne semblaient pas viables. Elles

étaient présentes en faible quantité dans la MD. (Figures 42 et 43)

Figure 42: Coupe histologique apres coloration H.E.S d’un cesophage décellularisé
ensemencé par un feuillet d’ADSCs a J35. A : présence du feuillet sur la face externe
(rectangle) et interne (cercle) (Grossissement x40), B : Absence de migration cellulaire dans

la musculeuse (fleche) (Grossissement x40).

Figure 43: Coupe histologique aprés coloration H.E.S d’un cesophage decellularisé
ensemencé par un feuillet d’ADSCs a J35. Présence du feuillet sur la face externe (fleche) et

de cellules dans la musculeuse (Grossissement x400)
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4. Maturation

4.1. Etude préclinique

Afin d’évaluer I’effet du grand épiploon comme bioréacteur sur les MD, 30 rats nude
étaient utilisés comme receveur de MD. Les 30 rats étaient répartis en 3 groupes de 10
individus. Dans chaque groupe, 5 rats recevaient un échantillon de MD de 1 cm? (plan) et 5
rats recevaient le méme échantillon ensemencé par un feuillet d’ADSCs en extemporané de
I’implantation. Le groupe 1 correspondait au suivi de 8 semaines, le groupe 2 au suivi de 4

semaines et le groupe 3 a celui de 2 semaines.

Les 30 rats survécurent a I’intervention. Aucune complication postopératoire n’avait été

constatée. Les courbes pondérales des poids sont résumées dans la Figure 44.
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Figure 44 : Courbes pondérales des 30 rats nude sur 8 semaines de suivi apres implantation

d’cesophage porcin décellularisé associé ou pas a des feuillets d’ADSCs
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Aprés chaque implantation les rats perdaient entre 0 et 3,2% du poids de leur corps. La
perte pondérale était observée la premicre semaine suivant I’implantation. Dans chaque
groupe une évolution pondérale normale était constatée a partir de la deuxiéme semaine
suivant 1’implantation. Un individu du groupe 2 avec feuillet présenta une perte pondérale

supérieure a 10 % du poids de son corps en une semaine.

4.2. Effet « temps-cellules »

L’¢évaluation de la maturation était basée sur 2 criteres histologiques principaux associant
la vascularisation et I’infiltration cellulaire. La dégradation de la MD était également évaluée
de maniere qualitative.

Deux semaines aprés l’implantation, la MD apparaissait intact et conservait son
organisation histologique initiale (muqueuse/sous-muqueuse et musculeuse). Parmi les 10
explants, 2 MD n’avaient pas pu étre analysées. Les deux MD non analysées appartenaient au
sous-groupe avec feuillet. L’absence d’analyse était liée a une rétraction de la MD trop
importante dans un cas et a la nécrose de la MD dans ’autre cas. L’infiltration cellulaire était
évaluée a 111 cellules / 10 champs (écart-type = 37) dans le sous-groupe sans feuillet et de 99
cellules / 10 champs (écart-type = 44) dans le sous-groupe avec feuillet (p = NS). La
vascularisation n’était pas modifiée selon la présence de feuillets ou pas. Elle était en
moyenne de 2,5 (écart-type = 1) sans feuillet et de 2 (écart-type = 0) avec feuillets (p = NS). Il

existait une vascularisation importante de la musculeuse.

Quatre semaines aprés I’implantation, la MD était présente et conservait comme a 2
semaines son organisation histologique initiale (muqueuse/sous-muqueuse et musculeuse). La
musculeuse apparaissait en cours de dégradation. Parmi les 10 explants, deux MD n’avaient
pas pu étre analysées. La premiere MD non analysée appartenait au sous-groupe avec feuillet.
L’absence d’analyse était liée a la nécrose de la MD. La seconde MD appartenait au groupe
sans feuillet et n’avait pas été retrouvée. L’infiltration cellulaire était évaluée a 61 cellules /
10 champs (écart-type = 15) dans le sous-groupe sans feuillet et de 65 cellules / 10 champs
(écart-type = 8) dans le sous-groupe avec feuillet (p = NS). L’infiltration cellulaire était
marquée de la périphérie de I’implant vers le centre. La sous-muqueuse présentait une
infiltration cellulaire qui n’était pas présente a 2 semaines. La vascularisation n’était pas
modifiée selon la preésence de feuillets ou pas. Elle était en moyenne de 1,75 (écart-type = 0,5)

sans feuillet et de 1,5 (écart-type = 1) avec feuillets (p = NS). (Figure 45)
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Figure 45 : Coupe histologique apres coloration HES d’un cesophage décellularisé implanté 4
semaines dans le grand épiploon d’un rat nude. A: MD implantée sans feuillet
(Grossissement X40), B : MD implantée avec feuillet (Grossissement x100). Présence de
cellules jusque dans la sous-muqueuse (fleches)

Huit semaines apres 1’implantation, seules quatre MD sur les 10 implantées étaient encore
présentes. La dégradation des MD était avancée et des résidus de musculeuse et d’épithélium
¢taient retrouvés. L’organisation architecturale de la MD initiale n’était plus conservée.
L’infiltration cellulaire était évaluée a 44,5 cellules / 10 champs (écart-type = 18) dans le
sous-groupe sans feuillet et de 55 cellules / 10 champs (écart-type = 24) dans le sous-groupe
avec feuillet (p = NS). L’infiltration cellulaire était marquée de la périphérie de I’implant vers
le centre. La sous-muqueuse présentait une infiltration cellulaire qui n’était pas similaire a
celle présente a 4 semaines. La vascularisation n’était pas modifiée selon la présence de
feuillets ou pas. Elle était en moyenne de 2,5 (écart-type = 0,5) sans feuillet et de 2 (écart-type
= 0) avec feuillets (p = NS). (Figure 46)
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Figure 46 : Coupe histologique aprées coloration HES d’un cesophage décellularisé implanté 8
semaines dans le grand épiploon d’un rat nude. A: MD implantée sans feuillet
(Grossissement x10), B: MD implantée avec feuillet (Grossissement x100). Présence de

cellules (fleche) et d’une zone nécrosée (cercle)
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5. Substitution cesophagienne

5.1. Maturation

Afin d’évaluer la faisabilité de la substitution cesophagienne sur modéle porcin, 6 porcs
domestiques étaient utilisés. Deux groupes étaient formes de 3 individus chacun. Le premier
groupe avait une phase de maturation préalable de 4 semaines dans le grand épiploon. La
longueur des MD implantées étaient de 8 cm. La lumiére était tutorisée par une sonde de
Faucher 20 Fr avant I’implantation. (Figure 47)

" AN

Figure 47 : Vues opératoires de I’implantation dans le grand épiploon d’un porc d’un

cesophage décellularisé. A : grand épiploon extériorisé aprés laparotomie médiane, B:
enroulement de la MD dans le grand épiploon, C: aspect avant la réintroduction intra-
abdominale da la MD enroulée dans le grand épiploon, D : aspect macroscopique de la MD

apres 4 semaines de maturation

Tous les individus avaient survécu a I’intervention. Aucune complication postopératoire
n’était constatée lors des 4 semaines de suivi.
Lors de la seconde laparotomie, I’implant était facilement retrouvé dans la cavité péritonéale.
Il y avait peu d’adhérences intrapéritonéales et I’implant était facilement mobilisable en vue
de la substitution. (Figure 47, photo D) Les vaisseaux de 1’épiploon ¢étaient
macroscopiquement visualisables et la pédiculisation de I’implant était techniquement
réalisable. Avant la substitution cesophagienne, les extrémités des MD avec de 1’épiploon
étaient prélevées pour une analyse histologique.

L’analyse histologique des MD maturées objectivait une infiltration cellulaire de Ila

périphérie vers le centre. Elle était plus importante dans la musculeuse mais 1’infiltrat
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s’étendait jusque dans la sous-muqueuse. La vascularisation de la MD était présente
principalement dans la musculeuse. Une encapsulation minime était observée par la présence
de plusieurs couches de fibroblastes. (Figure 48) Cette derniére était objectivée sur le plan

macroscopique par le caractere legérement fibreux des MD maturées.

MD avant maturation MD aprés 4 semaines de maturation

Figure 48 : Coupes histologiques aprés coloration H.E.S d’un cesophage décellularisé avant
son implantation dans le grand épiploon (A, C) (M : muqueuse, SM : sous-muqueuse, Ml :
musculeuse interne, ME : musculeuse externe) et 4 semaines apres sa maturation (B, D). A :
aesophage décellularisé porcin, couches musculeuses et sous-muqueuse (Grossissement x40),
B : visualisation de D’infiltration cellulaire (fleche) et de la vascularisation (cercle) apres 4
semaines de maturation dans le grand épiploon (Grossissement x40), C: cesophage
décellularisé porcin avant son implantation, conservation architecturale des 3 couches
histologiques natives (Grossissement x10), D : Jonction entre le grand épiploon et 1’cesophage
décellularisé, infiltration cellulaire de la périphérie vers le centre (cercle), épiploon « fusionné

a I’cesophage décellularisé (fleche), (Grossissement x10)
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Une analyse immunohistochimique de la MD maturée objectivait la présence de cellules
exprimant 1’ Alpha-Actine. Ces cellules pouvaient correspondre a des cellules musculaires et
des myofibroblastes. (Figure 49)

Figure 49 : Coupe immunohistochimique d’un cesophage décellularisé aprés 4 semaines de
maturation dans le grand épiploon. A : Visualisation de cellules exprimant 1’ Alpha-Actine
dans les différentes couches histologiques (fleche) (Grossissement x40), B : Visualisation de
cellules exprimant 1’Alpha-Actine dans les différentes couches histologiques (fléche)

(Grossissement x10)

5.2. Remplacement eesophagien

La substitution cesophagienne était réalisée chez 6 porcs domestiques jeunes (10 a 12
semaines de vie). Deux groupes de 3 individus étaient formés. Le premier groupe avait eu une
premiére laparotomie 4 semaines avant I’cesophagectomie afin d’implanter la MD dans le
grand épiploon (groupe maturation). Le deuxiéme groupe (groupe sans maturation) n’avait

pas eu d’intervention préalable.

L’cesophagectomie était réalisée par laparotomie médiane. Le caractére « Redux » de la
laparotomie du groupe maturation n’engendrait pas de difficultés techniques supplémentaires.
Le temps moyen d’intervention était de 45 minutes. Le hiatus cesophagien était facilement
retrouvé, et 1’cesophage thoracique aisément mobilisé. L’cesophagectomie emportait 5
centimétres d’cesophage et la jonction cesogastrique était laissée en place. La MD était suturée
a I’cesophage thoracique et a I’cesophage abdominal par des points séparés de PDS 4/0. La
MD était facilement suturable et se tenait tres bien lors de la mise en tension des fils (absence
de section inopinée par le fil). Les inégalités de congruence étaient corrigées par 1’¢lasticité de

la MD et de I’cesophage. Une épiploplastie de recouvrement était réalisée dans le groupe
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n’ayant pas eu une maturation préalable de la MD. Dans le groupe maturation, la MD maturée
était plus fibreuse et présentait une moindre élasticité. La suturabilité demeurait bonne et la
qualité du tissu trés bonne. Quel que soit le groupe, la plevre gauche était systématiquement
ouverte lors de I’cesophagectomie. Aucun drainage n’était laissé en place au niveau abdominal

ou thoracique. (Figure 50)

Epiploon

Anastomose distale

Anastomose proximale

Figure 50 : Vue opératoire apres substitution cesophagienne par un cesophage décellularisé

implanté 4 semaines dans le grand épiploon sur un modeéle porcin

Le suivi postopératoire était réalisé sur 1 mois. Un individu du groupe maturation était
décéd¢ le lendemain de I1’cesophagectomie. La cause du déceés n’avait pas pu Etre
formellement identifiée. Une laparotomie exploratrice post-mortem avait objectivé la
présence d’un « textilome ». Parmi les 5 individus survivants, 4 avaient présenté des

complications postopératoires (Tableau 7).

Tableau 7 : Tableau clinique de suivi d’événements postopératoires.

Groupe maturation Groupe sans maturation
Individu 1 2 3 4 5 6
Mortalité Non Oui Non Non Non Non
Complications Oui - Oui Oui Non Oui
- Fistule 1 0 1 0 0
- Abces 1 1 1 0 0
- Sténose 0 1 0 0 1
- Dilatation 0 1 0 0 1
- Pulmonaire 0 0 1 0 0
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- Perte de poids 26 26 17 7 11

maximale, (%)

Le suivi pondéral etait réalisé une fois par semaine. Au terme du mois de suivi tous les
individus sauf un avaient repris leur poids de forme malgré les complications postopératoires.
Les complications étaient représentaient par 2 fistules anastomotiques (proximales), 2
sténoses associées a 2 dilatation cesophagienne d’amont, 3 abces et une infection pulmonaire.

La perte de poids maximale observée était de 26% du poids de forme initial. (Figure 51)

Poids en kg Cowrbes pondérales
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s 00 Maturation Substitution oesophagienne

— Porcl
60,00

— Porc 2
55,00
50,00 e Porc 3
45,00
40,00
85,00 — Porcd
30,00 —— Porc 5
25,00 / —— Porc 6
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Figure 51: Courbes pondérales des 6 porcs opérés d’une substitution cesophagienne par
cesophage décellularisé plus ou moins implanté 4 semaines au préalable dans le grand

épiploon

Au terme du mois de suivi les animaux étaient sacrifiés et une laparotomie exploratrice
était réalisée afin d’effectuer un prélévement cesogastrique de la région substituée. Ce

prélevement était analyse en histologie aprés inclusion et coloration au trichrome de Masson.

L’analyse histologique apres coloration au trichrome de Masson des MD implantées au
préalable dans 1’épiploon objectivait une cellularisation des zones péri-anastomotiques
proximales (versant cesophagien) et distale (versant gastrique) de la MD. La structure

architecturale des couches muqueuses/sous-muqueuses était préservée et I’aspect de la MD
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était comparable a 1’cesophage natif du porc receveur. Des vaisseaux sanguins étaient
observés dans la musculeuse et dans la sous-muqueuse. Le tissu conjonctif n’était pas bien

organisé. Dans la musculeuse le tissu musculaire était en cours d’organisation. (Figure 52)

Figure 52 : Coupes histologiques dun cesophage décellularisé avec maturation préalable
implanté aprés cesophagectomie sur un modele porcin aprés un mois de suivi. A : zone péri-
anastomotique cesophagienne. Les 3 couches histologiques sont reconnaissables. La
muqueuse apparait épaissie associee a une zone en surface hyper-kératinisée (fleche). Le tissu
musculaire de la couche musculeuse interne est en voie d’organisation (cercle)
(Grossissement x10), B : Couche musculeuse circulaire interne en cours d’organisation. La
vascularisation est présente dans la musculeuse et la sous-muqueuse (fleches) (Grossissement
x40).

L’analyse histologique aprés coloration au trichrome de Masson des MD sans
implantation préalable dans 1’épiploon objectivait une cellularisation des zones péri-
anastomotiques proximales (versant cesophagien) et distale (versant gastrique) de la MD. La
structure architecturale des couches muqueuses/sous-muqueuses était préservée. La
musculeuse présentait peu de fibres musculaires. Des vaisseaux sanguins étaient observés
dans la musculeuse et dans la sous-muqueuse. Le tissu conjonctif n’était pas bien organisé.
Dans la musculeuse le tissu musculaire n’était pas organisé ou absent, et ’infiltration de

cellules inflammatoires était importante. (Figure 53)
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Figure 53: Coupes histologiques d’un cesophage décellularisé sans maturation préalable
implanté apres cesophagectomie sur un modéle porcin aprés un mois de suivi. A : zone péri-
anastomotique cesophagienne. Les 3 couches histologiques sont identifiables. Le tissu
musculaire de la couche musculeuse interne est peu présent (fleche) (Grossissement x10), B :
La couche muqueuse est bien cellularisée. Une hyper-kératinisation est présente dans la
lumiére cesophagienne (fleche). La vascularisation est présente dans sous-muqueuse
(Grossissement x40).
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Discussion

1. Obijectifs
1.1. Obijectif principal

L’objectif principal de ce travail de recherche était la création d’un substitut cesophagien
circulaire implantable dans un modéle porcin. Le critére de jugement principal était la
confirmation de la décellularisation des cesophages porcins selon les criteres internationaux
représentés par (i) 1’absence de noyau en coloration histologique de routine (H.E.S/trichrome
de Masson) ou en DAPI, et (ii) la présence de 50 ng ou moins d’ADN résiduel par mg de tissu
sec. L’ADN résiduel devait étre constitué de 200 paires de bases ou moins [76]. Les analyses
histologiques aprés coloration H.E.S (ou trichrome de Masson) ont permis de confirmer
I’absence de noyau cellulaire résiduel apres le protocole de décellularisation employé. Les
matrices décellularisées (MD) ainsi fabriquées avaient un poids d’ADN résiduel de 50 ng /
mg de tissu sec. L’ADN résiduel était constitué de fragments de moins de 200 paires de bases.
La décellularisation effective des cesophages porcins selon les critéres retenus était ainsi
confirmée autorisant I’appellation de matrice décellularisée (MD) le produit d’ingénierie

tissulaire fabrique.

1.2. Obijectifs secondaires

Les objectifs secondaires étaient dans un premier temps de préciser les caractéristiques
physico-biologiques de la MD. Les propriétés mécaniques de la MD étaient similaires a
I’cesophage natif a 1’éclatement. Les valeurs observées des tests des cesophages avant et apres
décellularisation différaient dans 1’axe circonférentiel et longitudinal. Les MD présentaient
des valeurs de contraintes, d’¢€lasticité et de force supérieures aux cesophages avant
décellularisation. La déformation des MD était inférieure dans 1’axe longitudinal et supérieure
dans ’axe circonférentiel. L’¢lasticité de la MD était moindre que I’cesophage natif dans 1’axe
circonférentiel. Ces propriétés mécaniques de la MD sont corrélées a une conservation de la
structure tissulaire et de la cohésion des différents tissus comme observé sur les coupes
histologique aprés décellularisation. La quantité des glycosaminoglycanes étaient similaires
avant et apres la décellularisation. La distribution de ces derniers dans la sous-muqueuse ne
pouvait étre précisée sur les MD. Quatre protéines de structure étaient recherchées dans
I’cesophage natif. La laminine, I’¢élastine et la fibronectine étaient mises en évidence dans les

aesophages natifs et les MD. Le collagéne IV (protéine de la membrane basale) n’était pas
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observé dans les cesophages avant ou apres la décellularisation laissant penser a un probleme
de manipulation secondaire a 1’ Anticorps utilisé. La biocompatibilité in-vivo des MD apres
implantation chez le rat permettait d’affirmer une bonne intégration « biologique » de ces
derniéres. Leur «meilleure » biocompatibilité n’était cependant pas démontrer

comparativement aux cesophages natifs témoins implantés dans les mémes conditions.

Secondairement & la caractérisation vue précedemment, la cytotoxicité des MD étaient
évaluées par deux tests standardisés au Rouge Neutre et au MTT. Ces derniers ont permis de
démontrer que les MD ne présentaient pas de toxicité cellulaire empéchant leur
ensemencement. Cependant une adaptation du protocole de décellularisation était nécessaire
en modifiant le dernier ringage (remplacement de I’eau osmosée par du milieu de culture).
L’attachement et la viabilit¢ des ADSCs sur les MD étaient compatibles avec un
ensemencement de ces derniéres par ce type cellulaire. Afin de permettre un ensemencement
simple et reproductible, les ADSCs eétaient cultivées de facon a en obtenir des feuillets
facilement manipulables. Ces derniers étaient appliqués manuellement sur les MD dont la
conformation tubulaire (de 1’cesophage initial) demeurait intacte. L’éversion des MD était
nécessaire afin d’appliquer les feuillets sur la face interne tout en respectant l’intégrité
tubulaire de la MD. La cellularisation des MD n’était pas satisfaisante sur les faces internes.
Cependant 1’analyse histologique des couches externes permettait d’objectiver des migrations
cellulaires du feuillet vers la MD. L’adhésion du feuillet a la MD semblait étre un facteur

important de migration cellulaire.

Avant la substitution cesophagienne, le troisieme objectif secondaire était d’évaluer
I’intérét de la maturation de la MD dans un bioréacteur représenté par le grand épiploon. La
présence de vaisseaux sanguins et la présence d’un infiltrat cellulaire étaient constatées quel
que soit le temps d’implantation. Cependant aprés deux semaines de maturation, I’infiltration
était principalement en rapport avec des cellules inflammatoires et la vascularisation était
comparable a celle observée a 4 semaines. En revanche apres 4 semaines de maturation
I’infiltration cellulaire était moindre et la MD conservait une architecture proche de la
structure native. Apres 8 semaines de maturation les MD étaient dégradées ou n’étaient pas
retrouvees. Ainsi le temps de maturation de 4 semaines apparaissait comme le meilleur
compromis assurant une vascularisation de la MD observée jusque dans la couche sous-
muqueuse. L’adjonction de feuillet cellulaire sur les MD avant leur maturation ne permettait

pas d’affirmer un bénéfice en termes d’inflammation et de vascularisation.
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L’ultime objectif de ce travail était de tester la faisabilit¢ d’une substitution cesophagienne
par une MD sur un modele porcin. L’cesophagectomie par voie abdominale avec anastomose
cesophagienne intra-thoracique était techniquement faisable chez le porc et semblait méme
plus simple que chez I’homme (profondeur de champ). Les suites opératoires ¢Etaient
compliquées chez 4 individus sur 5 survivants. Le déces postopératoire était attribué (faute de
meilleurs éléments) a I’oubli d’une compresse abdominale, faute technique attribuable a
I’opérateur et non excusable compte tenu du faible effectif de 1’é¢tude. La reprise pondérale
apres l’intervention était encourageante malgré un taux de complications postopératoires
rédhibitoires. La maturation des MD dans 1’épiploon 4 semaines avant la substitution n’avait
pas permis d’observer des suites opératoires plus simples. Elle semblait au contraire

engendrer une perte pondérale plus importante.
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2. Décellularisation

2.1. Choix des procédés

Le travail réalis¢ était axé sur la fabrication d’une matrice (scaffold) sur laquelle pouvait

étre ensemencée des cellules différenciées ou pas. Cette matrice devait étre implantable sur un

modele préclinique préférenticllement proche de ’Homme. Une revue de la littérature a

permis dans un premier temps d’identifier les grands axes de recherche [39]. Le choix de la

décellularisation plutdt qu’une matrice synthétique s’appuyait sur plusieurs postulats

scientifiques décrits dans le chapitre Introduction (Paragraphe 4.5). L’étude de Beckstead et

al. [65] a largement participé au choix d’un cesophage décellularis¢. Le SWOT (Strenght /

Weakness / Opportunities / Threats) a permis une évaluation globale et synthétique du

procédé de décellularisation (Tableau 8).

Tableau 8 : SWOT des matrices cesophagiennes décellularisées

Avantages

Reproduction  identique de la
structure native

Propriétés mécaniques proches de la
structure native

Faible immunogénicité
Recellularisation possible par
différents types cellulaires (cellules
spécialisées et souches)

Matrice xénogénique

Faible colt

Inconvénients

Cytotoxicité potentiellement élevée
Evaluation de I’immunogénicité
hétérogene et aléatoire

Disponibilité des matrices limitée
Mise en place d’une chambre
d’ensemencement spécifique

Matrice hétérologue, xénogénique

Opportunités

Evaluation du pouvoir de
différenciation de la matrice in-vitro
Réalisation d’études précliniques a
court terme

Industrialisation du procédé

Risgues

Devenir de la matrice a long terme
Effet du stockage sur les propriétés
mécaniques

Devenir et contréle des cellules
souches ensemencées (cancérisation)

a long terme

94



Les MD composees de matrice extracellulaire (ECM) sont utilisées dans plusieurs
applications chirurgicales et de plus en plus utilisées en médecine régénératrice [140, 141].
L’ECM représentée comme le produit de sécrétions des cellules environnantes [142] est dans
un état dynamique réciproque avec ses cellules. Le microenvironnement cellulaire que forme
I’ECM affecte la migration cellulaire, leur prolifération et leur différenciation [143]. La
décellularisation doit donc reposer sur la préservation maximale de ’ECM [144]. L’influence
de ’ECM sur les mitoses cellulaires [142, 143], la différenciation cellulaire [143, 145-150] et
sur la réponse du remodelage tissulaire de 1’hote [151-153] est largement décrite. Les
méthodes de décellularisation sont nombreuses [154] et par conséquent aucune ne peut étre
considérée comme idéale. La décellularisation peut étre un procédé physique représenté
principalement par la congélation-décongélation. Ce procédé a 1’avantage d’éviter 1'utilisation
d’agent chimique critiqué pour leur pouvoir cytotoxique (par définition). Il semble préserver
les propriétés mécaniques du tissu [155] mais D’efficience de la décellularisation semble
aléatoire. De plus son utilisation en ingénierie tissulaire cesophagienne n’avait pas été évaluée.
Les autres procédés de décellularisation physique sont I’immersion/agitation a laquelle est
associée des agents chimiques, et I’hyperpression hydrostatique qui limite comme la
congélation 1’utilisation de détergents [154]. La derniére méthode physique, peu étudiée est
I’utilisation de fluide supercritique comme le dioxyde de carbone. La mise en condition de ce
dernier (température 32 °C, pression 7,4 MPa) permettait a Sawada et al. [156] de
décellulariser une aorte en une heure de traitement. Les autres méthodes de décellularisation
sont toutes chimiques. En ingénierie tissulaire cesophagienne plusieurs agents chimiques ont

été étudiés (Tableau 9) et méme comparés sur leur efficacité de décellularisation [78].
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Tableau 9: Principaux protocoles de décellularisation étudiés en ingénierie tissulaire

cesophagienne
Espéces Rat (Sprague— Rats (Fischer 344) Porc Rat (Wistar) Porc Porc
Dawley) (nouveau-
né)

Forme Paroi intacte Paroi intacte Paroi Paroi intacte Paroi intacte mugueuse/sous-
tissulaire intacte mugqueuse
Méthode Immersion/perfusio  Immersion/agitatio Immersio Immersion/agitatio Perfusion Immersion/agitati

d’application n endoluminale n n n endoluminale on
des solutions Non précisé Non précisé Rotation = 300
de rpm
décellularisatio
n
2 cycles: 48 h 10 mM Tris 5 cycles : 24 h 4% DEOX, 3 cycles : 1h1%
30’ 4% DEOX 48 h 1% Triton X- 72h 12 h 2 mg/mL 24 heau trypsin/.05%
30’ DNase 100 distilled DNase-1 0Smosée, EDTA,
30’ eau osmosée 6 h 400 U/mL water, 4 h 4% 30min1M
60’ PBS DNase-1/ 4 h 4% DEOX, SUCrose,
Protocole .125 mg/mL DEOX, 32000 kU 48 h 3% Triton
RNase-A 3 h 2000 DNase-I X-100,
48 h .5% SDS kU 4 h 10% DEOX
DNase-I 2 h .1% acide
peracétique/4%
Ethanol
2h 100 U/mL
DNase-I
Absence de noyau Absence de noyau Absence Absence de noyau Absence de Absence de noyau
en DAPI enH.E.S de noyau en H.E.S noyau en en H.E.S
en H.E.S H.E.S
Evaluation ADN résiduel = ADN résiduel = ADN résiduel =
500 ng / mg Disparitio 140 ng/mg ADN résiduel 50 ng/ mg
n des =500 ng / mg
antigenes
du CMH
Auteurs Sjoqvist et al. [1] Bhrany et al. Marzaro Ozeki et al. [78] Totellini et al. Keane et al. [161]
et al. [2]

(DEOX : acide déoxycholique, EDTA : Acide Ethylene Diamine Tétra-acétique, SDS:
Sodium-Dodecil Sulfate)

Les deux principaux agents utilisés dans la décellularisation cesophagienne sont I’acide
déoxycholique (DEOX) et le TRITON X-100. Le TRITON X-100, agent anionique, est
largement utilisé dans d’autres applications de médecine régénératrice [154]. Le succes de la
décellularisation avec ce détergent est variable selon I’architecture des tissus et leur nature.
Grauss et al. [157] rapportaient 1’absence de décellularisation d’une valve aortique dans un
modéle murin suite a I’utilisation de 1 a 5% de TRITON X-100 contrairement & Liao et al. qui
obtenaient la décellularisation effective d’une valve porcine avec 1% du méme détergent
[158]. Le TRITON X-100 demeure trés employé aux prix d’une altération établie de ’ECM et
de la dégradation des fibres de collagéne [159]. Ozeki et al. avaient en 2006 [78] évalue et
comparé le DEOX et le TRITON X-100 sur I’efficience de la décellularisation cesophagienne
sur un modele murin. La quantité d’ADN résiduel était significativement inférieure dans le
groupe DEOX. Enfin le TRITON pourrait étre a I’origine d’une dégradation des GAGs,

composants qui sembleraient devoir étre préservés lors de la décellularisation [160]. Face a
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ses ¢léments et a I'utilisation importante du DEOX dans la décellularisation cesophagienne
[161], le choix de cet acide s’imposait. Le DEOX présente également des inconvénients mais
ses verrous biologiques pouvaient étre levés en adaptant les doses, la durée d’exposition et les
temps de ringage. De plus la méthode d’exposition de 1’cesophage aux différentes solutions de
décellularisation utilisees dans ce travail faisait suite a des essais de décellularisation
cesophagienne en immersion/agitation qui avait conduit a la présence persistante de noyau
apres analyse histologique (résultats préliminaires non publiés). Le positionnement de
I’cesophage dans une chambre de perfusion assurant le passage d’un flux dynamique interne et
externe demeurait la meilleure modification du protocole sans y ajouter de détergents de
toutes sortes. Les résultats sur la décellularisation furent immediats sans pour autant modifier
le protocole « chimique ». Ce protocole était issu d’une publication princeps par Meezan et al.
[161].

Le choix de la stérilisation était au méme titre que le protocole de décellularisation un
¢lément clé dans la production d’une MD implantable. La stérilisation devait respecter les
normes européennes en vigueur. Les méthodes de stérilisation pouvant étre employées étaient,
a I’instar des méthodes de décellularisation, assez nombreuses et par conséquent aucune ne
semblait idéale. Elle devait répondre a des contraintes de normes (ISO...), a des contraintes
biologiques et a des contraintes économiques. L’acide peracétique peut étre utilisé comme
agent de stérilisation. Son principal avantage est son double emplois ; a la fois comme agent
de decellularisation et comme agent de stérilisation. Cependant sa pénétration au sein de la
matrice est insuffisante afin d’assurer une stérilisation efficace (normes de la FDA : ISO/DIS
1135-1, ISO/DIS 1137-1) et son action sur la dénaturation de ’ECM est établie [163]. Trois
autres méthodes principales de stérilisation de MD sont décrites. L’exposition a ’oxide
d’éthyléne semblait une option viable [76, 154]. Malgré, semblerait-il une légere altération de
I’ECM son efficacité sur la stérilisation était établie [164]. Sa classification récente en
substance mutagene et cancérigéne ne permettait pas raisonnablement une utilisation a des
fins cliniques. Le dioxyde de carbone supercritique a été étudié comme agent de stérilisation
de MD [165]. Les résultats semblaient encourageants avec peu de relargage de résidus
toxiques et 1’absence d’altération de I’ECM. Cependant pour des raisons techniques et le
manque de recul scientifique du procéde (travail de recherche en soit), cette technique

prometteuse n’a pas été retenue.
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Malgré des inconvénients bien connus et étudiés, le choix de I’irradiation Gamma
répondait aux normes en vigueur concernant les dispositifs médicaux implantables et la
technique d’irradiation était parfaitement maitrisée. Il a ét¢ démontrée qu’a des doses infé
rieures a 15 kGy, I’irradiation augmentait la force et le module d’¢lasticité de ’ECM. A des
doses supérieures a 15 kGy, les propriétés mécaniques étaient altérées de maniere « dose-
dépendante » [166]. Le changement structurel de ’ECM a été observé apres irradiation
Gamma [167]. La dégradation de ’ECM pourrait étre attribuable en partie au cross-linking du
Collagéne a partir de faible dose (5 kGy) [168]. Plus les doses augmentent, plus les ruptures
des chaines de Collagéne sont importantes impactant sur les qualités mécaniques des MD
[169]. La cytotoxicité constatait aprés irradiation Gamma pourrait étre liée a une accélération
des dégradations enzymatiques et a la formation de structures lipidiques résiduelles [170-
172]. Afin de mieux appréhender les effets de I’irradiation sur les MD, nous aurions dus
effectuer tous les tests de caractérisation avant et apres irradiation. Cela n’était pas réalisable
sur le plan pratique pour des raisons principalement logistiques et économiques. L’influence
des résultats sur la caractérisation des MD (biologique et mécanique) aux vues de la littérature

et des doses administrées (25kGY) aux MD parait assez logique.

2.2. Caractérisation de la MD

La décellularisation d’un tissu répond a des critéres ne faisant pas 1’objet d’un consensus
scientifique international. Selon les équipes de recherche, les conditions a remplir sont trés
variables [154]. La décellularisation a été définie comme 1’absence sur le tissu testé de noyau
cellulaire intact et I’absence d’antigene cellulaire (eg; CMH I). D’autres définitions y
ajoutaient une réduction «significative » de I’ADN résiduel comparé au tissu natif.
L’augmentation incessante de ’utilisation de MD en pratique clinique (d’origine industrielle)
devait faire émerger une définition de critéres objectifs d’une décellularisation effective.
Crapo et al. en 2011 [76] ont donc apres analyse de la littérature établi ces critéres de maniére
plus ou moins arbitraire. La décellularisation d’un tissu était effective si ce dernier ne
présentait pas de noyau cellulaire intact en H.E.S ou en DAPI, si la quantité¢ d’ADN résiduel
n’était pas supérieure a 50 ng/mg de tissu sec et si I’ADN résiduel n’excédait pas 200 paires
de bases. La relation entre ces criteres et la réponse de 1’hdte était suggérée par Keane et al.
[162]. Cette réponse de I’hote semble étre étroitement liée a la réponse inflammatoire en
rapport avec le ratio et la distribution des macrophages M1 et M2 [34].

Ces critéres (retenus dans le travail présent) peuvent paraitre trop restrictifs, trop larges ou

encore adaptés, mais ont le mérite d’exister et permettre ainsi de comparer les travaux des

98



différentes équipes et les protocoles de décellularisation employés. Ils devront étre a 1’avenir
« affinés » en intégrant d’autres composants cellulaires qui participent a la réaction pro-
inflammatoire de I’hote (eg ; activité mitochondriale résiduelle) [172]. Nous avons opté pour
ces criteres [76, 162] car ils apparaissaient comme les plus simples a objectiver mais

également les plus précis.

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des polymeres saccharidiques linéaires a longue
chaine présents dans pratiquement tous les tissus. L’unité de base des GAGs est un
disaccharide, constitu¢ d’un hexose (acide hexuronique en général) lié a une hexosamine.
Cette classe ubiquiste de composés a été découverte dans les tissus conjonctifs et étudiée par
le biochimiste américain d’origine allemande Karl Meyer dés 1930. Une des caractéristiques
de ces chaines oligosaccharides est leur trés grande hétérogéneéité. En effet, la longueur
variable des chaines et leurs modifications structurales (sulfatations, épimérisations) conduit a
un nombre de combinaisons quasi-infini. Selon la nature des oses et la maniere dont les
disaccharides sont reliés entre eux, les GAGs une fois liés & une protéine (protéoglycane) sont
classés en 5 grandes familles : les héparines et les héparanes sulfates, 1’acide hyarulonique, les
chondroitines sulfates, les dermatanes sulfates et les kératanes sulfates (Source: Société
chimique de France). Leur détérioration a été étudiée surtout en chirurgie cardiaque et plus
précisément sur les prothéses aortiques décellularisées d’origine porcine. Les GAGs
sembleraient devoir étre préservés lors de la décellularisation pour deux raisons principales :
(1) ils font partis de ’ECM et ont un réle important dans la tenue mécanique du tissu [160].
(11) Ils joueraient un role dans I’attraction du calcium en raison de leur forte charge négative.
Leur absence favoriserait 1’apparition de phosphate de calcium responsable de la calcification
du tissu [173]. Par extrapolation et manque de données en ingénierie tissulaire cesophagienne,
la préservation des GAGs semblerait un élément important en vue d’une implantation
tissulaire. L’étude histologique aprés coloration au bleu Alcian n’avait pas permis une
conclusion satisfaisante quant a la préservation des GAGs au sein des MD. Leur
quantification sur échantillon sec a confirmé leur préservation dans les MD comparé aux

cesophages natifs.

Deux études ont analysé et comparé les propriétés mécaniques de MD [74, 86]. Badylak
et al. [86] ont réalis¢ un test d’éclatement et un test de traction longitudinale et
circonférentielle. Les mesures étaient effectuées et comparées avant et apres implantation de

la matrice dans un modéle canin. Leur matrice était issue de vessie de porc. Les
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caractéristiques mécaniques ¢étaient exprimées en pourcentage par rapport a 1’cesophage natif.
Les forces de résistance longitudinale correspondaient a 1000% et circonférentielle a 400% de
celles mesurées sur 1’cesophage natif. Ces forces diminuaient dans le temps apres
implantation. Les variations de diameétres en fonction de la pression intraluminale de leur
matrice étaient comparables a celles de 1’cesophage natif. Bhrany et al. [74] ont réalisé des
tests d’éclatement sur leur matrice cesophagienne décellularisée dans un modele murin. Les
pressions d’éclatement étaient de 83.4 kPa pour 1’cesophage natif et de 61.4 kPa pour leur
matrice (sans différence statistiquement significative). Nos résultats ne sont pas comparables
a ceux de Badylak [86] pour deux raisons principales : leur matrice correspondait a de la
vessie porcine (modele canin) et les tests en traction étaient realisés sur des échantillons
rectangulaires. L’originalité de nos tests reposait sur la mise en traction de la structure
tubulaire compléte et non sur un échantillon « plan ». En traction longitudinale, nos MD
présentaient des contraintes plus élevées associées a une augmentation du module d’élasticité.
Ces caractéristiques n’étaient pas retrouvées en traction circonférentielle mais une tendance
inverse était observée. Nos tests d’éclatement sont proches de ceux de Bhrany et al. [74].
Cependant nous avons observé des contraintes intraluminales supérieures pour les MD (108
kPa versus 79.2 kPa, p = 0.363). Cette supériorité était également observée en traction
longitudinales. En effet nos MD supportaient des contraintes et des forces de traction
supérieures aux cesophages natifs. Ces résultats confirment que les propriétés mécaniques de
I’cesophage sont supportées par la matrice extracellulaire. Le collagene et 1’¢élastine ont un
role central dans le comportement mécanique de 1’cesophage [26]. L’organisation hélicoidale
des fibres de collagene de la muqueuse lui confére ses caractéristiques anisotropiques alors
que I’organisation orthogonale des travées musculaires confere a la musculeuse son caractere
orthotropique [27]. Yang et al. [38] ont testé les caractéristiques mécaniques sur des
cesophages porcins. Leurs échantillons étaient rectangulaires, leurs tests étaient réalisés sur la
mugqueuse et la musculeuse séparément. Les contraintes de la muqueuse et de la musculeuse
en traction longitudinale étaient de 9.4 MPa et de 1.5 MPa respectivement. En traction
circonférentielle, les contraintes de la muqueuse et de la musculeuse étaient de 5.3 MPa et 1.2
MPa. Ces différences avec nos valeurs peuvent étre expliquées par 1’échantillonnage des
cesophages. Enfin le nombre d’échantillons testés était insuffisant dans notre étude pour en
tirer des conclusions statistiquement fiables (n < 30 par condition). Ce manque d’échantillon
est expliqué par la volonté d’effectuer les tests mécaniques sur 1’cesophage dans sa forme
initiale et non sur des échantillons en 2 dimensions (rectangulaires). L’échantillonnage d’un

cesophage en plusieurs piéces aurait permis de multiplier les tests mais n’aurait pas été
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représentatif du comportement mécanique in-situ. Nous constatons cependant un
comportement mécanique similaire avec des contraintes plus importantes en traction
longitudinal et des pourcentages de déformation similaires. Ces propriétés sont maintenues
apres la décellularisation dans notre étude. Ces différentes valeurs mécaniques différent de
celles de I’cesophage humain [30]. Vanags et al. [30] ont établi des mesures en traction
longitudinale et circonférentielle sur des cesophages humains (cadavres frais). Les contraintes
en traction longitudinal et circonférentielle étaient estimées a 1.67 MPa et 1.48 MPa
respectivement. Nos résultats sont inférieurs a ceux de Vanags et al. en traction
circonférentielle (0.146 MPa en traction circonférentielle). Cependant le comportement
mécanique de 1’cesophage porcin difféere de 1’cesophage humain rendant caduque la

comparaison des MD a I’cesophage humain.

L’évaluation de la biocompatibilité in vivo dans un modé¢le murin a déja été utilisée en
ingénierie tissulaire cesophagienne [34]. L’utilisation d’un score histologique permettait
d’évaluer la qualité d’intégration du tissu. Cette méthode est basée sur des criteres
histologiques (Tableau 5) 14 et 35 jours aprés I’implantation des MD chez le rat (paroi
musculaire). Les résultats observés permettaient de conclure a une bonne biocompatibilité des
MD (score > 10) a J14 et J35 (a I’exception d’une MD a J35, score = 9). Ce test est seulement
semi-quantitatif et ne peut donner qu’une approximation de I’intégration d’un biomatériau.
L’équipe de Badylak et al. [34] avait couplé ce test a une quantification des macrophages M1
et M2. Le phénotype M1 était identifié par la présence des marqueurs CD68+ CD86+ (M1
phenotype) et le phénotype M2 par les marqueurs CD68+ CD206+ (M2 phenotype). Le ratio
M2/M1 évaluait 1’inflammation. Plus le ratio était haut, plus I’intégration tissulaire était
bonne. La globalité de ces deux tests permet de mieux affirmer I’intégration biologique d’un
matériau biologique. Nous n’avions pas les moyens technologiques d’effectuer Ia

quantification et le calcul automatisé du ratio macrophagique.

2.3. Choix du modéle animal

Le choix du porc comme modéle expérimental d’une décellularisation cesophagienne était
fondé sur sa ressemblance « biologique » a 1’cesophage humain [39]. Le modéle animal devait
se rapprocher au maximum de ’Homme afin de permettre un transfert des protocoles en
pratique clinique sans modifications majeures de ces derniers. Les protocoles de
décellularisation doivent étre adaptés aux caractéristiques morphologiques et biologiques de
chaque tissu traité [78, 154, 174].
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L’cesophage porcin présente des caractéristigues morphologiques (poids, longueur,

épaisseur) similaire a 1’cesophage humain. Ses caractéristiques histologiques sont également

similaires en tout point a I’cesophage humain. Cependant les caractéristiques histologiques des

cesophages canins et murins sont trés proches de I’Homme (Tableau 10).

Tableau 10 : Caractéristiques mécaniques et histologiques des cesophages dans les principaux

modeles animaux utilisés en ingénierie tissulaire cesophagienne

Espéces

Caractéristiques

Chien [175]
- Histologie (3 couches)

- Mécanique

- Différences

Porc [39]
- Histologie (3 couches)

- Mécanique
- Différences
Rat [176, 177]

- Histologie

- Mécanique
- Différences

Mugueuse: épithélium stratifié non-kératinisé.
Sous-muqueuse: glandes muqueuses ubiquitaires
Musculeuse: Muscle strié

300-400 mm Hg

Mugueuse: muscularis mucosae présente dans le tiers sup
puis absente

Musculeuse: Muscle strié

Muqueuse: épithélium stratifié kératinisé.

Sous-muqueuse: glandes muqueuses dans le tiers
supérieur

Musculeuse: Muscles striés au tiers supérieur, striés et
lisses au tiers moyen et lisses au tiers inférieur

600-800 mm Hg

Mugueuse: pas de muscularis mucosae au tiers supérieur

Mugueuse: épithélium stratifié kératiniseé.

Musculeuse: Muscles striés au tiers supérieur, striés et
lisses au tiers moyen et lisses au tiers inférieur

5-15 mm Hg

Mugueuse: pas de muscularis micosae

Sous-muqueuse: pas de glande
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Le modéle canin était tres utilisé en Asie dans I’ingénierie tissulaire cesophagienne, les
caractéristiques de 1’cesophage canin étant treés proches de 1’cesophage humain [39]. Pour des
raisons strictement culturelles son utilisation dans ce travail de recherche était exclue. Le
modele murin permettait une approche scientifique satisfaisante. Sjoqvist et al. illustrent dans
un travail treés abouti [1] la méthodologie de décellularisation cesophagienne ainsi que les
phases de caractérisations necessaires avant un passage a la clinique. Deux principales
critiques peuvent étre formulées envers leurs travaux ; (i) la preuve de la décellularisation ne
répond pas aux critéres retenues notamment en quantité d’ADN résiduel et en nombres de
paires de bases sur cet ADN, et (ii) le modele animal est murin et ne permet pas un transfert
de protocole en 1’état a un cesophage humain. Les 3 modéles animaux du Tableau 10 ont été
utilisés dans 1’ingénierie tissulaire cesophagienne avec des résultats scientifiques satisfaisants

(Tableau 11).
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Tableau 11 :

biologiques

Principales études précliniques en ingénierie tissulaire utilisant des matrices

Auteurs Animaux Matrice Localisation Cellules Suivi Morbidité Histologie
(n) (protocole) Défect (source) (mois) Mortalité
(mm)
Badylak et al. Chien SIS Cervicale Non 15 4 Muqueuse
2000 [90] (15) Versus Patch (30x50) 0 Musculeuse
UBS Circonférentiel (50)
(peracetic acid)
Kajitani et al. Porc Aorte (porc) Thorax Non 4 1 Muqueuse
2001 [91] (10) (Triton X-100) Patch (20) 0 Musculeuse
Isch et al. Chien Alloderm Cervical Non 3 1 Mugqueuse
2001 [81] (12) Patch (10x20) 0
Badylak et al. Chien UBM (porc) Cervical Musculeuse 7 12 Muqueuse
2005 [86] (22) (peracetic acid) Circonférentiel (70) externe 0 Sous-muqueuse
(autologue) Musculeuse
Lopes et al. Rat SIS (porc) Cervical No 5 0 Muqueuse
2006 [87] (67) Abdominal 4 Sous-muqueuse
Patch (Y.Circonférentiel) Musculeuse
Marzaro et al. Porc EAM (porc) Thorax CML 1 0 Musculeuse
2006 [84] (6) (DEOX) Patch muscularis (20) (autologue) 0
Uritaetal. Rat GAM (rat) Abdominal Omentum 18 B3 Muqueuse
2007 [85] (27) (DEOX) Y, Circonférentiel | (40) &
Wei et al. Chien SIS (porc) Cervical Cellules 2 0 Muqueuse
2009 [88] (12) (DEOX) % Circonférentiel (50) épithéliales 0
(autologue)
Gaujoux et al. Porc Aorte (porc) Cervical Non 12 16 Muqueuse
2010 [92] (27) Circonférentiel (20) 10
Tanetal. Chien SIS (Porc) Cervical BMSCs 3 0 Muqueuse
2012 [100] (12) (SDS) Y% Circonférentiel (50) (autologue) 0 Sous-muqueuse
Musculeuse
Sjoquist et al. Rat EAM (Rat) - BMSCs 14 jours 0 Muqueuse
2014 [1] ) (DEOX) Circonférentiel (15) (hétérologue) 0 Sous-mugueuse
Musculeuse

[UBS: Urinary bladder submucosa; SIS: Small intestinal submucosa; EAM: Esophageal

acellular matrix; GAM: Gastric acellular matrix; Alloderm®: decellularized human dermis;
BMSCs : Bone Marrow Stem Cells ; CML.: cellules musculaires lisses]

Le parti pris du présent travail était le choix du gros animal le plus proche

anatomiquement de ’Homme. Le choix du porc exposait cependant a deux contraintes

majeures non scientifiques. La premiere était economique, le porc en soi ne représente pas un

investissement trop important, en revanche la logistique autour de ce dernier et surtout son

suivi est un surcodt important limitant ainsi le nombre d’individus employé. Le deuxiéme

verrou était logistique et propre a 1’Aquitaine jusqu’en 2016. Aucune structure animaliére
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n’avait 1’agrément dans le suivi porcin postopératoire. Ce « désagrément » a représenté un
véritable frein a la bonne avancée des travaux. Cependant les arguments scientifiques
morphologiques et histologiques ont fait du porc le modele de choix du présent travail. La
délocalisation des procédures d’expérimentation animale s’est imposée avec toutes les

contraintes logistiques, humaines et matérielles que cela peut engendrer.
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3. Cellularisation

3.1. Choix des cellules

Le choix de la cellularisation de la MD précédant son implantation répondait a des
arguments scientifiques tels que la diminution de la fibrose post-implantation et une meilleure
régenération tissulaire de la MD implantée [39, 93]. Le choix du type cellulaire était
relativement étroit, et s’orientait (i) vers un (ou plusieurs) type(s) cellulaire(s) différencié(s)
ou (i1) vers un type cellulaire « souche ». La majorité des substitutions aesophagiennes étant
nécessaire aprés cesophagectomie pour cancer, le prélevement de cellules épithéliales ou
musculaires lisses autologues d’origine « intestinales » apparaissait critiquable. De plus le
potentiel de transformation des cellules souches en différentes lignées rendait le choix de ces
derniéres plus simples a mettre en ceuvre. Parmi les cellules souches, le choix entre des
cellules souches embryonnaires, adultes ou IPS (Induced pluripotent Stem Cell) était en
faveur des cellules souches adultes. Ces derniéres offraient des avantages éthiques
(prélevement) et pratiques (disponible en plus grande quantite). La facilité technique de
prélévement (procédure chirurgicale peu invasive) était également un critére important. Les

Adipose Derived Stem Cells (ADSCs) répondaient a toutes ces attentes.

Selon I'IFATS (International Federation for Adipose Therapeutics), une cellule souche
est caractérisée par sa capacité d’auto-régenération et son potentiel multipotent. Une cellule
progénitrice est limitée en termes de potentiels de prolifération mais est capable de se
différencier en un ou plusieurs types cellulaires spécialisés [178]. Les adipose-derived stem
cells (ADSCs) et la Fraction Vasculaire Stromale (SVF) sont deux entités distinctes mais
étroitement liées en médecine régénératrice [179]. La SVF est une population cellulaire
mésenchymateuse comprenant 4 types cellulaires différents identifiés par leurs marqueurs
cellulaires de surface analysés par cytométrie en flux [180]. La SVF comprend : (1) des
cellules hématopoiétiques CD45+ (leucocytes) ; (2) des cellules vasculaires endothéliales
CD31+/CD34+/CD45—; (3) des cellules souches = ADSCs CD31-/CD34+/CD45— ; et (4)
des péricytes et fibroblastes CD31-/CD34—/CD45—. Li et al. [181] ont quantifié les sous-
populations cellulaires de la SVF déterminant que les ADSCs représentaient 67.60 + 29.7%
des cellules. Stilleart et al. [182] étaient les premiers a observer que I’utilisation de la SVF en
ingénierie tissulaire dans un modéle murin induisait une angiogénese secondaire a la sécrétion
de facteurs angiogeniques. Les ADSCs sécretent une grande variété de facteurs de croissance
et angiogéniques (eg ; VEGF = vascular endothelial growth factor), favorisant I’angiogénése

en milieu ischémique [183]. Les ADSCs joueraient également un r6le immunitaire en inhibant
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la prolifération des cellules-T et les cytokines pro-inflammatoires en bloquant les
prostaglandines E2 [184]. Les ADSCs sont déja utilisés en pratique clinique et notamment en
chirurgie plastique et reconstructrice [185]. En chirurgie digestive (traitement des fistules
dans la maladie de Crohn) [186], des essais cliniques sont en cours, et leur utilisation dans les
annees a venir en cardiologie, hépatologie et orthopédie est envisageable [179]. Les ADSCs
apparaissaient donc comme les cellules souches de choix en vue de cellulariser une MD
cesophagienne. Leur isolation, leur caractérisation et leur culture était déja largement

maitrisées au sein du laboratoire.

Les tests de cytotoxicité ont donc été réalisés a partir des ADSCs. Ces tests ont démontré
initialement une forte toxicité des MD. Le MTT, premier test réalisé (démontrant une forte
toxicité) a été réiteré a 7 reprises avec a chaque fois une adaptation du protocole de
décellularisation. Ces modifications portaient sur le rincage (durée et nombre) nous obligeant
a sans cesse augmenter le nombre de rincage et leur durée. Nous ne souhaitions pas modifier
les doses de « détergents » car les résultats sur la décellularisation effective auraient eté
affectés (critere principal de jugement). Le test Rouge Neutre réitéré également a deux
reprises, nous a amené a modifier le dernier rincage des MD. Ce dernier ringage, composé
d’eau osmosée initialement a ét¢ modifié¢ au profit de milieu de culture d’ADSCs. Le postulat
¢tait d’imbiber les MD de ce milieu afin de favoriser 1’adhésion/prolifération/migration des
ADSCs. Ainsi, les deux tests devaient étre négatifs (viabilité cellulaire et activité métabolique
supérieures a 70%) afin de considérer les MD comme non cytotoxiques. Ces tests ont donc été
réalisés sur deux séries de MD qui différaient, comme expliqué précédemment, par la solution
utilisée pour le dernier rincage de 24h. Les résultats obtenus pour la série 1 indiquaient une
viabilité cellulaire globale de l'ordre de 110%. Ce pourcentage de viabilité cellulaire est
supérieur au témoin et pourrait étre le signe d'une augmentation de l'activité lysosomiale :
cette activité serait due a l'activation de mécanismes de mort cellulaire [193] déclenchés par
un stress amené par les véhicules d'extraction. L'activité métabolique moyenne mesurée sur
les ADSCs au contact des mémes véhicules d'extraction a été inférieure a 70%, allant dans le
sens de I'hypothése proposée. Les résultats obtenus pour la série 2 ont montré une viabilité
cellulaire globale de 100% et une activité métabolique de 90% : ils reflétent la bonne vitalité
des ADSCs au contact des véhicules d'extraction et donc la non-cytotoxicité des MD de cette
série avec une viabilite cellulaire de 99 £ 5% et d'activité métabolique de 91 + 10% a 24h. Ces
données mettent en avant lI'importance de la derniere phase de ringage des MD lors de la

décellularisation : I'imprégnation des matrices par des molécules (facteurs de croissances dans
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le sérum de veau fétal et nutriments) du milieu de culture pourrait favoriser I'adhésion et la
survie des ADSCs.

3.2. Méthode d’ensemencement

La méthode d’ensemencement devait étre applicable en pratique clinique et facilement
reproductible. Inspirés de la technique d’ingénierie tissulaire par auto-assemblage réalisée par
I’équipe du Laboratoire d’organogénése expérimental (LOEX) au Canada, nous avons réalisé
des feuillets de matrice extracellulaire dérivés de culture primaire d’ADSCs humains. Ce
procédé d’ingénierie tissulaire a déja permis la réalisation de structures vasculaires [188, 189]
aux propriétés mécaniques proches des vaisseaux natifs [190], possédants des propriétés
vasoactives [191] et la mise au point de substituts cornéens et urologiques [192, 193].

La fonction des feuillets cellulaires dans notre travail était d’étre un « vecteur » cellulaire. I
permettait de cellulariser une structure tubulaire de facon a priori homogéne. La premiere
étape était donc d’appliquer les feuillets sur la face externe de la MD. Les premiers résultats
histologiques étaient encourageants et des cellules étaient visualisées dans la partie externe de
la musculeuse (figure 43, page 69). Cependant la partie interne était un verrou technique a un
double ensemencement interne et externe. Ainsi 1’éversion de la MD permettait de positionner
la face interne a I’extérieur de la MD. La présence de cellules dans la couche muqueuse apres
14 jours d’application du feuillet sur la MD n’était clairement pas objectiver. La couche
interne (couche muqueuse) de 1’cesophage correspond cependant a une « barriere » au méme
titre que d’autres épithéliums de notre organisme. Ce rdle de barriere se fait dans un état
d’équilibre global (renouvellement cellulaire, sécrétion glandulaire de la sous-muqueuse,
péristaltisme) que nous pensions rompre grace a la décellularisation. La présence de cellules
dans la muqueuse correspondait aux passages de celle-ci dans des zones de rupture
architecturales de la muqueuse de la MD (Figure 42 A, page 69). L’élément « positif » est
que le concept de cellularisation par les feuillets est viable. Le temps de mise en culture du
feuillet avec la MD demeure a déterminer ainsi que les conditions de culture (dynamique ou
statique). La cellularisation interne de notre MD pourrait étre réalisée dans une chambre de
perfusion similaire a celle utilisée pour la décellularisation. La face externe pourrait dans le
méme temps bénéficier de 1’application de feuillets cellulaires. Afin de faciliter leur
manipulation les feuillets avaient été lestés pour qu’ils ne se « détachent» pas trop t6t de la
boite de culture. Ce soulévement du feuillet survenait a la troisiéme de semaine de culture.
Les feuillets ne présentaient pas pour la plupart les résistances mécaniques suffisantes pour

résister a une manipulation. Leur lestage avait permis 50 jours de culture les rendant plus
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propice a I’enroulement. Cependant la question du délai de culture optimale des feuillets en

vue d’une telle application est a définir.

La cellularisation préalable d’une matrice (naturelle ou synthétique) présente des
intéréts bien connus. La fonction des cellules restent cependant a mieux déterminer. La
différenciation des cellules souches au sein des matrices n’est pas clairement démontrée dans
tous les types de matrices décellularisées [195] et leur effet pourrait étre également paracrine
[196, 197]. Le pouvoir des ADSCs sur le microenvironnement pourrait avoir une action
conjointe a leur propre différenciation une fois dans une matrice biologique [195].
L’utilisation de cellules souches autologues tels que les ADSCs posent le probleme de la
cancérogénese de ces cellules surtout prélevées sur des patients déja porteurs d’un cancer
[179]. L utilisation des ADSCs dans de telles conditions cliniques a déja fait I’objet d’études
cliniques et montrait des resultats encourageants [198]. Les ADSCs semblent cependant
stimuler la multiplication cellulaire tumorale en inhibant la mort cellulaire dans des conditions
in-vivo [199]. Les mécanismes exacts de I’effet des ADSCs autologues sur des patients
porteurs d’un cancer évolutif sont inconnus. Leur utilisation en pratique clinique oncologique
chirurgicale doit étre prudente et contrdlée, sans pour autant 1’interdire car actuellement leur

potentiel méfait n’est pas scientifiquement prouvé [179].
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4. Maturation

4.1. Le grand épiploon

Son utilisation a été justifiée dans I’introduction (paragraphe 5.1, pages 26-27). Elle
reposait avant toute justification scientifique [98, 100-103] a une conviction clinique
empirique. L’utilisation du grand épiploon en chirurgie digestive est courante et
I’apprentissage des modalités de sa mise en ceuvre fait partie du cursus de la spécialité

chirurgicale.

Afin d’évaluer un éventuel bénéfice d’une implantation des MD dans le grand épiploon,
nous avons réalisé une étude préclinique sur un modele murin (rat Nude). Ce choix était basé
sur la nécessité d’utiliser un mammifére (car tous posseédent un grand épiploon [98]), mais
préférentiellement de petite taille pour des raisons de suivi et économiques. Ainsi, Nous avons
pu constituer trois groupes de 10 individus afin d’étudier I’effet temps (2, 4 et 8 semaines) sur
I’évolution des MD. La caractéristique Nude était nécessaire car en plus du temps nous
souhaitions évaluer D’effet d’ajouter des feuillets autour des MD. Ces feuillets étaient
constitués d’ADSCs humains, la MD étant non immunogeéne (mais d’origine porcine) cela
nécessité un individu peu immunocompétent. Les résultats nous ont permis d’établir le
bénéfice d’une telle stratégie sur le plan tissulaire sans inconvénients cliniques majeures. Le
poids des animaux faisait partie des critéres de jugement secondaire afin d’estimer la
répercussion clinique d’une procédure chirurgicale surajoutée. Tous les rats ont survécu et
leurs courbes pondérales apparaissaient comme normales. Un seul individu avait présenté un
infléchissement de sa courbe non attribuable a I’intervention (derniére semaine de suivi et
analyse histologique n’objectivant pas d’infection ou de nécrose). Ces données précliniques
permettent d’apprécier la faisabilité de la procédure en conditions cliniques. Nous avons
objectivé la présence de cellules dans les MD jusque dans la sous-muqueuse. Cet infiltrat
cellulaire était composé de cellules principalement inflammatoire ou fibroblastique. Ces
données étaient nécessaires afin de confirmer la possibilité d’une cellularisation des MD. De
plus la présence de capillaire sanguin dans les MD jusque dans les couches sous-muqueuses

permettait en partie d’envisager une solution a la vascularisation des MD.

La vascularisation de matrices est un verrou dans 1’ingénierie tissulaire [200, 201]. Cette
vascularisation est nécessaire afin d’assurer le transport de I’oxygene et des nutriments au sein
des matrices [200]. Cela permet ainsi de favoriser la migration cellulaire au sein du

biomatériau.  L’utilisation de I’épiploon levait ainsi le verrou technologique de la
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vascularisation. Le principal écueil de cette méthode était 1’absence quasi compléte du
controle de la maturation. La modulation de la maturation passait donc par le temps

d’implantation des MD dans I’épiploon et 1’ajout de cellules préalables sur les MD.

4.2. Effets « temps-cellules »

Le temps nécessaire & la maturation des MD étaient a définir. La littérature était large sur
le sujet avec des temps d’implantation allant d’une a 12 semaines [56, 202]. A 2 semaines de
maturation la réaction inflammatoire €tait importante. La présence d’un infiltrat maximum a
ce temps suggerait que le délai était trop court. Nous souhaitions attendre le paroxysme de la
réaction inflammatoire souvent présente au 14me jour postopératoire méme sans implantation
de matériau. Cependant il était intéressant de noter que la vascularisation de la MD était déja
présente apres seulement 2 semaines de maturation. A 4 semaines la vascularisation était
présente dans les mémes proportions avec cependant une régression de I’infiltrat cellulaire.
Les cellules étaient présentes jusque dans la couche sou-muqueuse des MD. Les MD
présentaient des signes de dégradation mais leur architecture était conservée. Aprés 8
semaines de maturation, plus de la moitié des MD n’étaient pas retrouvées confirmant la
nature dégradable de la MD, mais confirmant que ce délai était trop long. Cette observation
permet d’émettre deux hypothéses : la premiére est que la maturation doit étre inférieure a
deux semaines et la substitution réalisée avant la phase maximum d’inflammation car la
vascularisation est déja présente. La deuxiéme hypothése est la nécessité de passer cette phase
inflammatoire afin de réaliser la substitution dans une phase inflammatoire moindre. Le délai

de 4 semaines a donc été retenu comme période optimale de maturation de nos MD.

L’ajout de feuillet autour des MD avant I’implantation n’avait pas permis d’observer une
modulation de D’infiltration cellulaire. La vascularisation des MD étaient inchangées sans
bénéfice ou inconvénient clairement objective aprés analyse histologique. L’infiltrat cellulaire
était présent jusque dans la sous-muqueuse a 4 semaines de maturation sans modification en
quantité ou en qualité de cet infiltrat. Le réel bénéfice d’un ensemencement cellulaire des MD
avant leur maturation n’est clairement pas démontré dans notre étude malgré des avis
contraires de la littérature [39, 67]. Les hypothéses expliquant 1’absence de bénéfice seraient
la méthode de cellularisation, le type cellulaire et le modéle animal. La méthode de
cellularisation avait cependant été testée avec des résultats in-vitro encourageant, sa remise en
cause ne doit pas étre exclue pour autant. Le type cellulaire ADSCs n’est pas remis en

guestion mais sa source en revanche est tres critiquable. En effet la source de prélevement des
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ADSCs devrait étre porcine et autologue. Cela entrainerait un changement de modéle animal.
Idéalement et afin de pouvoir formuler des conclusions plus fiables, des ADSCs porcins
devraient étre cultivés en feuillet, placé sur la MD, elle-méme implantée dans le grand
épiploon du porc « donneurs » d’ADSCs. A cette seule condition les conclusions pourraient

étre fiables sans forcément étre extrapolable a ’Homme.

Le grand épiploon demeure un bon bioréacteur car il est facilement accessible, les
techniques chirurgicales permettant son utilisation déja implémenter en clinique, et il posséde
des qualités intrinseques clairement démontrées [100-103] permettant son utilisation en

médecine régénératrice.
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5. Implantations
L’implantation de nos MD aprés aesophagectomie était le «but» de cette étude. La

premicre étape était d’évaluer si une telle intervention était réalisable par laparotomie. Ce
choix (exérese du tiers inférieur de I’cesophage) était motivé par un besoin clinique. En effet
I’augmentation d’incidence des Adénocarcinomes de 1’cesophage concerne le tiers inférieur.
La substitution cervicale aurait été plus simple a tout point de vue (technique, suivi) mais ne
répondait pas réellement a un besoin clinique. Cette intervention par voie abdominale n’était
pas décrite dans la littérature (sur un modele animal). Sa faisabilité chirurgicale nous a paru
bonne. En effet la profondeur de champ (hiatus cesophagien) est moins importante chez le
porc que chez I’homme et 1’accessibilité de 1’cesophage abdominal et thoracique est aisée en
laparotomie. Cependant les rapports entre 1’cesophage et les plevres (surtout gauche) semblent
plus étroites, se soldant pas un pneumothorax gauche peropératoire systématique. La
suturabilité des MD était tres bonne (non réalisé sur le plan mécanistique) mais 1’utilisation de
PDS 4/0 ne coupé pas les MD, signes pour un chirurgien digestif d’une bonne tenue du

matériau.

Le premier groupe de porcs avait eu une maturation des MD dans leur grand épiploon au
préalable (aucun groupe n’a eu d’ensemencement préalable). Nous avons ainsi pu estimer
I’impact clinique d’une laparotomie supplémentaire (aussi petite soit-elle). La courbe de poids
des trois animaux semblait se casser (Figure 52, page 77). L’inconvénient est que le suivi
pondéral du deuxiéme groupe sans maturation n’a pas pu étre réalisé pour des raisons
purement financiere. Cependant 1’age des 6 porcs €tait similaire a quelques jours préts et nous
avons constaté une différence pondérale au moment de la substitution cesophagienne avec un
avantage pour le groupe sans maturation. Ces données nous incitent a beaucoup de prudence
sur I’innocuité d’une phase de maturation in-vivo. De plus cette phase de maturation de 4
semaines avait sensiblement modifiée 1’¢lasticité des MD. Ces derniéres étaient plus fibreuses
ajoutant une contrainte technique lors du remplacement cesophagien. En effet 1’incongruence
de calibre entre 1’cesophage et la MD était facilement corriger sans maturation, cela était plus
difficile aprés la maturation lié au caractere fibreux des MD. La réalisation d’une
épiploplastie n’a posé€e aucun probléme technique méme 4 semaines apreés une premiere
laparotomie. La vascularisation des MD au travers de 1’épiploon était macroscopiquement

visible et le respect de cette derniere était aisé sur le plan chirurgical.
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La reprise de I’alimentation avait ét¢ autorisée le soir méme de I’intervention sous forme
de fraction liquide hypercalorique. Des le lendemain et lors de la premiere semaine
I’alimentation se faisait de la méme maniére sans restriction en quantité. Cette stratégie
postopératoire de « réhabilitation précoce » permettait de se passer d’un support nutritionnel
entéral ou parentéral. La stratégie de réhabilitation précoce est en cours d’étude en chirurgie
cesogastrique [203] mais a déja fait preuve de son efficacité dans d’autres spécialités
chirurgicales [204]. Un individu est décédé a J1 de D’intervention, I’autopsie a permis
I’extraction d’un champ abdominal intrapéritonéal localisé en hypochondre gauche. Ce déces
a été mis sur le compte de ce « textilome » faute d’une autre explication. Le porc présentait
une hyperthermie lors de son décés. Un seul individu n’a pas présenté de complications
postopératoires, 2 ont présenté une fistule, 3 un abcés et 2 avaient une sténose. Les résultats
cliniques sont mitigés. Néanmoins le seul individu n’ayant pas présenté de complications
avait une perte de poids maximal observée de seulement 7%. L’analyse histologique de la MD
implantée objectivée une régénération tissulaire de la MD trés proche de 1’cesophage natif.
Cette régénération a été observée de maniere systématique chez tous les individus. Les zones
intéressées par les fistules et abces présentées en revanche un remaniement inflammatoire et

fibreux trés important ne permettant de conclusions fiables.
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Conclusions

Nous avons réussi a ¢laborer un substitut cesophagien d’origine biologique répondant aux
critéres internationaux en terme de produits d’ingénierie tissulaire appelés matrice
décellularisée. Ces dernieres avaient les caractéristiques protéiques et architecturales
similaires & un cesophage porcin natif. Elles étaient biocompatibles et leur cytotoxicité
autorisait leur ensemencement par des cellules adultes mésenchymateuses. L’ensemencement
des MD passé par la constitution de feuillets d’ADSC permettant une application manuelle et
reproductible du procédé de recellularisation tout en préservant la structure tubulaire de la
MD intacte. La maturation des MD a permis leur vascularisation de maniéere efficiente sans

empécher la substitution cesophagienne.

La poursuite des travaux devraient passer par de nouveaux essais précliniques sur le gros
animal. Le principal essai devrait reposer sur la substitution cesophagienne par des MD au
préalable maturées dans le grand épiploon avec une cellularisation préalable. Cette derniere
devra étre optimisée principalement sur le versant interne avec la nécessité¢ d’utiliser une
chambre de perfusion prévue a cet effet. La bonne application des feuillets sur la face externe
devra passer par le recours a des artifices comme la colle de fibrine par exemple. Cette
derniére est déja commercialisée en pratique clinique. La fixation par des points de

monofilament n’est pas satisfaisante.

Ce travail de recherche a permis 1’élaboration d’une méthode de décellularisation d’un
organe tubulaire représenté dans ce cas précis par 1’cesophage. Nous pensons qu’il n’y a pas
de méthodes de décellularisation idéales en I’état actuel des connaissances. En revanche un
large choix permet d’adapter un protocole et sa mise en ceuvre en fonction de 1’organe choisi.
La caractérisation répond a une démarche logique et répond a des criteres qui ont le mérite
d’étre précis a défaut d’étre consensuels. Les criteres actuelles de décellularisation vont
évoluer (s’étoffer) avec un cahier des charges de plus en plus précis. Le choix du modéle
animal est crucial et il doit étre au plus proche de 'Homme dans la fonction étudiée.
L’Homme est resté au centre de ce travail en pensant a chaque étape si cela était réalisable,

acceptable et si les patients pourraient bénéficier rapidement de nos avancés scientifiques.
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Annexes

Annexe 1

Quantification de I'ADN résiduel des MD
Kit de quantification Qiagen®

Une fois les MD lyophilisées et broyées, 10 mg de tissu ont été pesés puis disposés dans un
tube 1,5 ml. Une solution de travail y a été ajoutée a raison de 200 pl par tube afin de
permettre la digestion enzymatique des tissus. Cette solution a été obtenue avec 20 ul de
protéinase K et 180 pl de Buffer ATL. Ces tubes ont ensuite été placés dans une enceinte a
56°C pour digestion durant 12 heures. Suite a la digestion enzymatique, les tubes ont été
vortexeés et 200 pl de buffer AL ainsi que 200 pl d'éthanol 96% y ont été ajoutés. De nouveau
vortexés, les contenus de chaque tube ont été transvasés dans des colonnes QlAamp elles-
méme placées dans des tubes collecteur 2 ml pour centrifugation a 8 000 rpm pendant 1
minute. Les tubes collecteur sont jetés apres chaque centrifugation et changés par des
nouveaux. Suite a cela, 500 pl de buffer AW1 sont rajoutés dans chaque tube pour
centrifugation a 8 000 rpm pendant 1 minute. L'avant derniere étape a consisté en I'ajout de
500 pl de buffer AW2 pour centrifugation a 1 400 rpm pendant 3 minutes. Afin d'obtenir la
solution d'intérét dans laquelle I'ADN sera quantifié, 200 ul de buffer AE ont été ajoutés dans
chaque tube en prenant garde de bien viser le centre de la colonne. Les tubes ont été incubés a
température ambiante puis centrifugés pour la derniere fois a 8 000 rpm pendant 1 minute. La
solution qui a été dans le tube collecteur a pu étre utilisée pour lecture au NanoDrop ou
conservée a - 20°C pour lecture ultérieure.

Le dosage de I'ADN a été effectué au NanoPhotometer™ Pearl. Cet appareil fonctionne de la
méme maniére qu'un spectrophotomeétre a la différence pres qu'il permet un dosage plus précis
et sur des échantillons de quelques microlitres la ou les machines classiques nécessitent entre
100 a 3 500 pl de solution pour des lectures en cuvettes. Il permet de quantifier I'ADN présent
dans des solutions en se basant sur une lecture de I'absorbance a 260 nm. La premiére chose a
faire a été de configurer I'appareil selon le type de molécule a quantifier (ADN double brin
dans notre cas) ; une fois le NanoPhotometer™ paramétré, le tube contenant la solution a été
homogénéisé grace au mini vortex intégré et 1,5 pl de la solution ont été préleveés puis
déposés au niveau de la lentille de lecture. La mesure effectuee, I'appareil a imprimé un ticket

récapitulant les valeurs obtenues (quantification en ng/ul, pureté de I'échantillon, spectre
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d'absorption). Lorsque la quantité d'’ADN a été inférieure au seuil de détection de I'appareil,

les échantillons ont été concentrés par évaporation afin de permettre une nouvelle lecture.

Electrophorése sur gel d'agarose

Pour vérifier la taille des fragments présents dans les MD, des migrations par électrophorese
sur gel d'agarose ont été réalisées.

Le gel d'agarose 1% a été obtenu par dissolution d'1 g d'agarose avec apport calorifique dans
100 ml de TAE 0,5X (Tris Acétate EDTA). Lors de la phase de refroidissement du gel, 10 pl
d'un agent intercalant de I'ADN ont été rajoutés (dans notre cas du GelRed™) avant coulage
dans des moules adaptés a la cuve de migration. Un peigne a été mis en place avant
polymérisation du gel afin d'y former les puits de dép6t. Une fois polymérisé, le peigne a été
retiré, le gel placé dans la cuve de migration puis immergé dans du tampon TAE 0,5X.

Les échantillons ont ensuite été préparés pour la migration (le volume final de dép6t étant de
12 pl/puits). Pour faciliter la préparation, cette derniére a été réalisée sur un carré de Parafilm
M® et se composait de 2 pl du tampon de charge et 10 pl d'échantillon a tester.

Un marqueur de poids moléculaire a été déposé dans le premier puit (afin de permettre
I'identification des bandes sur le gel aprés migration) et les échantillons ont été déposés dans
les puits suivants en veillant a ne pas déchirer le fond du puit avec la pointe de la pipette. Une
fois les dépdts effectués, la cuve a été fermée puis mise sous tension. La manipulation a été
arrétée avant que le colorant du front de migration n'arrive a proximité sur bord du gel (soit
apres 30 minutes a 100 volts dans notre cas). Le gel a ensuite été retiré de la cuve puis déposé
sur une table UV pour vérification de la présence de bandes de migration avant photographie

sous lampe UV.
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Annexe 2

Protocole de guantification des GAGs des MD

Comme nous ne connaissions par la teneur des MD en GAG, nous avons placé 25 mg de tissu
(dose recommandeée dans le kit, notice ci-jointe) dans des tubes 1,5 ml contenant 1 ml de la
solution tampon. La phase de digestion enzymatique a ensuite été effectuée au bain marie a
65°C pendant 3h. Les tubes ont été centrifugés pendant 10 minutes a 10 000 g avant
récupération du surnageant.

Une gamme étalon a été réalisée afin de permettre leur exploitation. Les mesures des DO la
constituant ont été effectuées en quadruplicata sur 6 échantillons de concentrations différentes
- un blanc (0g) contenant 100 pl de la solution tampon et 5 tubes contenant 1, 2, 3, 4 et 5 ug
de la solution standard de référence (concentration a 100 pg/ml soit 10, 20, 30, 40 et 50 ul par
tube) complété QSP 100 pl avec de la solution tampon.

Afin de quantifier les GAGs présents dans chaque échantillons, 50 ul du surnageant ont été
introduits dans un tube 1,5 ml complété QSP 100 pL avec de la solution tampon. Le réactif de
Blyscan a ensuite été ajouté a raison de 1 ml par tube et les tubes placés au shaker durant 30
minutes avant centrifugation pendant 10 minutes a 11 300 g. Le surnageant a été jeté en
prenant garde a ne pas toucher au culot (la notice préconise de retourner les tubes et de "les
tapoter" sur du papier absorbant). Pour solubiliser les GAG, 0,5 ml de réactif de dissociation
ont été insérés dans chaque tube qui ont ensuite été vortexés et incubés 10 minutes a
température ambiante. La derniére étape a consisté a centrifuger les tubes pendant 5 minutes a
11 300 g avant de les transférer sans faire de bulle dans une plaque 96 puits a raison de 200 pl
par puits pour lecture de la DO a 656 nm.
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