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I. GENERALITES






INTRODUCTION

Les résections étendues de la trachée sont en majorité envisagées dans le traitement des 1ésions
malignes. Ce sont respectivement: (1) pour les 1ésions proximales, la trachéo-laryngectomie monobloc
avec établissement d’une trachéostomie médiastinale antérieure (associée, le cas échéant, a une
pharyngo-cesophagectomie trans-hiatale et une reconstruction cesophagienne par gastro ou coloplastie)
[1]; (2) la résection segmentaire de la trachée étendue a plus de 50% de sa longueur chez 1’adulte, et
plus de 30% chez ’enfant ; (3) la résection de caréne, isolée ou associée a une pneumonectomie (le
plus souvent droite), lorsque la solution de continuité de la voie aérienne, supérieure a 4 cm, rend
irréalisable une reconstruction par anastomose directe [2]. Dans ces 2 derniéres situations, un substitut
trachéal circonférentiel est nécessaire. Sa mise au point constitue, encore aujourd’hui, un des plus

grands défis de la chirurgie thoracique.

ETAT DES CONNAISSANCES

La mise au point d’un substitut trachéal a fait I’objet d’un nombre impressionnant d’études
expérimentales, déja rapportées de maniére exhaustive et analysées de maniére critique [3].
Cependant, elles n’ont débouché que sur de rares applications cliniques [4]. Il convient, a cet égard, de
noter que la confusion est souvent faite, dans la littérature, entre les reconstructions partielles et les
reconstructions circonférentielles qui posent les problémes techniques les plus difficiles [4].

Les caractéristiques du substitut trachéal circonférentiel idéal ont été précisées de longue date par
Belsey : (1) un conduit présentant une rigidité latérale associée a une flexibilité longitudinale ; et (2)
une lumiére recouverte d’un épithélium respiratoire cilié [5]. Cependant, ce dernier critére n’était pas
jugé essentiel par Grillo, pour que les patients puissent assurer la clairance des sécrétions [3]. A ces
critéres, d’autres ont proposé : l’intégration aux tissus environnants avec absence d’inflammation
chronique, de granulome et/ou d’érosion des organes adjacents ; la résistance a I’infection et I’absence
d’utilisation d’immunosuppresseurs [6]. Nous suggérons d’ajouter I’absence d’utilisation de facteurs
de croissance hématopoiétiques, vasculaires et tissulaires, contre-indiqués en cancérologie. Enfin,
idéalement, le néo conduit devrait pouvoir se développer lors de la croissance, dans les indications de

remplacement trachéal (RT) chez I’enfant [7].



Les allogreffes trachéales

La premiére solution envisageable pour remplacer la trachée est I’allogreffe trachéale. Malgré un
succes clinique initial, pour lequel on ne dispose que d’un recul de 9 semaines [8], la transplantation
trachéale (TT) a été longtemps considérée comme vouée a I’échec du fait de la nécrose, de la sténose
ou de la malacie du greffon [9, 10], conséquences d’une interaction entre les phénoménes d’ischémie
et de rejet [11]. En effet, la TT souléve 2 problémes majeurs : (1) I’absence de pédicule vasculaire
individualisé, qui autoriserait une revascularisation immédiate du greffon, comme dans une
transplantation d’organe plein ; (2) la nécessité d’une immunosuppression, formellement contre-
indiquée en cancérologie.

Diverses solutions ont été proposées pour résoudre ces difficultés.

Revascularisation directe
La revascularisation de 1’allogreffe peut étre établie par I’intermédiaire d’organes adjacents, a
vascularisation partagée avec la trachée. Khalil-Marzouk et Cooper ont étudi¢ expérimentalement la
revascularisation du bloc thyro-trachéal par I’intermédiaire des artéres thyroidiennes inférieures
réimplantées au cou, sur un modéle canin. Seul le groupe d’animaux recevant une immunosuppression
(ciclosporine) présentait un greffon entiérement viable jusqu’a J28 [12]. La revascularisation artérielle
et veineuse du bloc thyro-trachéo-cesophagien a également été étudiée sur un modéle porcin [13].
Particuliérement complexe et invasive, cette technique était difficilement envisageable chez I’homme.
Finalement, la revascularisation directe a partir des vaisseaux thyroidiens inférieurs n’a débouché que
sur des applications cliniques anecdotiques : une transplantation laryngo-trachéale (5 anneaux) [14] et

une TT subtotale pour sténose cicatricielle [15].

Revascularisation indirecte par néo angiogenése
En orthotopie, la néo angiogenese du greffon trachéal provient : (1) d’un apport vasculaire tres limité,
a partir des 2 berges de la trachée native anastomosées au greffon ; et (2) des tissus environnants. A cet
égard, il convient de distinguer la trachée cervicale, avec un environnement musculaire favorable a

une néo angiogenese par contiguité, de la trachée thoracique qui en est dépourvue. De plus, en
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chirurgie carcinologique, la cellulo-lymphadenectomie «squelettise» les vaisseaux et les organes
adjacents, rendant impossible la néo angiogenese a partir des tissus de soutien environnants, ce qui
impose d’envelopper I’allogreffe trachéale par des lambeaux bien vascularisés (épiploon, muscle ou
autre). Une autre difficulté est la mobilité du greffon lors des mouvements de déglutition et de
respiration, entravant la revascularisation orthotopique [16] : la souffrance ischémique initiale entraine
une malacie et/ou une sténose, voire une nécrose du greffon.

Une autre approche est la néo angiogenése du greffon a partir d’un enveloppement par un lambeau en
hétéropie. Cette méthode permet de passer le cap de I’ischémie initiale et autorise I’implantation
orthotopique secondaire d’une allogreffe trachéale viable, limitant ainsi les risques de complications
chirurgicales précoces. Elle a été appliquée par Rose et al. lors de la premi¢re TT d’un greffon de 10
anneaux, préalablement revascularisé pendant 3 semaines dans le lit musculaire du sterno-cléido-
mastoidien du receveur [8].

Les études expérimentales portant sur la néo angiogenése des autogreffes trachéales sont les plus
pertinentes, car les anomalies observées ne sauraient &tre en rapport avec le rejet. Deschamps et al.
[17] ont étudié, sur un modeéle canin, la valeur de la néo angiogenése a point de départ musculaire
d’autogreffes fraiches et cryopréservées, enveloppées dans le rectus abdominis. Ils ont démontré le
caractére effectif de la revascularisation, avec persistance d’un épithélium normal doué de fonction
muco ciliaire. Malgré quelques signes de souffrance ischémique du cartilage, ils démontraient que le
muscle assurait une meilleure néo angiogenése que 1’épiploon [17, 18].

L’efficacité de ce dernier sur la néo angiogenése des autogreffes trachéales a fait 1’objet de nombreux
travaux sur modeles canins, aux résultats contradictoires. Balderman et al. n’ont observé que des
échecs, aussi bien aprés revascularisation de segments longs en hétérotopie (10 anneaux), qu’en
orthotopie (8 anneaux). Ils concluaient: «the omental pedicle graft cannot sustain chondrocyte
viability» [18]. Avec une méthodologie similaire, Nakanishi et al. obtenaient d’excellents résultats,
mais avec des autogreffes plus courtes (6 anneaux) [19] ; cependant, au dela de 8 annecaux, ils
observaient une dégradation des résultats des autogreffes revascularisées en orthotopie : sténose ou
nécrose ischémique de la partie moyenne du greffon [20]. En conséquence, certains ont préconisé une

intervention en 2 temps : revascularisation hétérotopique de ’autogreffe et implantation orthotopique
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15 jours plus tard [21, 22]. D’autres ont effectué¢ des remplacements longs, avec succeés, en
revascularisant 2 segments trachéaux courts par enveloppement et interposition épiploique au niveau
de la zone d’anastomose [23].

De leur c6té, Maksoud-Filho ef al. ont confirmé, sur un modele lagomorphe, la meilleure
revascularisation des allogreffes aprés enveloppement épiploique en hétérotopie, plutét qu’en
orthotopie [11].

L’expérience clinique de la revascularisation d’allogreffes trachéales a point de départ épiploique est
limitée a 2 cas. Levashov et al. ont effectué, dans un contexte de médiastinite fibreuse, un
remplacement de la trachée distale par une allogreffe enveloppée d’épiploon, sous couvert d’une
immunosuppression a base de ciclosporine. Au quatriéme mois survenait une resténose nécessitant la
mise en place d’un stent [24]. A l'opposée, la valeur de I’épiploon dans la revascularisation
hétérotopique d’une allogreffe trachéale, (mise en ceuvre dans 1’optique d’une TT en 2 temps pour
sténose, chez un patient ayant fait I’objet d’une transplantation bi pulmonaire et, de ce fait, sous
immunosuppresseurs) a été démontrée par Klepetko et al. . Le greffon, dont une des extrémités avait
été abouchée a la peau de I’abdomen (afin d’assurer, a la fois la surveillance de sa vitalité et le
drainage des sécrétions muqueuses), avait une apparence normale 8 mois aprés implantation, les
cartilages conservant rigidité et élasticité. Cependant, comme une résection anastomose de la trachée a
pu, in fine, étre faite, le comportement du greffon en orthotopie n’a jamais été évalué [25].

Une autre approche est la revascularisation hétérotopique du greffon a partir d’un lambeau de fascia,
étudiée expérimentalement par Delaere et al. sur un modéle lagomorphe [16, 26-28]. L’objectif était la
mise au point d’un greffon trachéal a pédicule vasculaire unique, transposable secondairement en
orthotopie. Les auteurs ont d’abord étudié la revascularisation d’autogreffes en hétérotopie cervicale
para trachéale, par enveloppement d’un lambeau de fascia superficialis latéro-thoracique mobilisé au
cou. Ils ont observé une évolution en 3 phases : (1) ischémie de JO a J4 ; (2) revascularisation de J4 a
J24 ; (3) et, a partir de J20, surinfection par rétention de mucus [26]. Sa viabilité étant optimale a J16,
I’autogreffe était alors implantée en orthotopie : jusqu’a 6 semaines, les autogreffes avaient une
apparence histologique sensiblement identique a la trachée native [27]. Puis un protocole expérimental

équivalent a été appliqué a des allogreffes : la revascularisation a point de départ fascial avait lieu en
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hétérotopie latéro-thoracique gauche, avant transposition orthotopique secondaire au cou. Dans le
groupe contrdle (revascularisation hétérotopique sans immunosuppression) se produisait un rejet aigu,
avec nécrose de 1’allogreffe dans un délai de 14 jours. Par contre, sous ciclosporine (10mg/kg), elle
¢tait tolérée et assurait le succes de I’implantation orthotopique [16, 28]. Les auteurs ont alors appliqué
cette technique a une patiente souffrant d’une sténose trachéale étendue. Sous couvert d’une
immunosuppression, une allogreffe trachéale était revascularisée durant quelques semaines dans un
lambeau de fascia ante brachial. Cependant, la phase d’ischémie critique initiale avait comme
conséquence une nécrose de la membraneuse, qui devait tre réséquée ; et de 1’épithélium natif, ce qui
nécessitait une greffe de muqueuse buccale de 1’hote. Comme un lambeau libre, ce greffon chimérique
¢tait transposé en orthotopie, en revascularisant le pédicule par anastomoses vasculaires
microchirurgicales au cou [29]. Néanmoins, cette technique comportait 2 limites : (1) la TT n’était pas
circonférentielle ; (2) I’immunosuppression, administrée quelques semaines, n’autorisait pas, en
principe, cette technique en cancérologie. Delaere ef al. ont rapporté 4 cas additionnels (dont 1 cas de
chondrosarcome de bas grade), lesquels confirmaient 1’incapacité a obtenir, en routine, un greffon
viable et revascularisé de manicre circonférentielle [30]. Cependant, des recherches anatomiques
récentes ont été mises en ceuvre, visant a disposer d’un environnement plus favorable a une

revascularisation circonférentielle de la trachée [31].

¢ Larevascularisation indirecte de I’allogreffe trachéale semble plus efficace en hétérotopie.

* Chez I’animal, le muscle et le fascia semblent plus efficaces que 1’épiploon dans ce processus,
mais ceci reste & démontrer chez ’homme.

* Chez I’homme, la revascularisation de 1’allogreffe trachéale, a partir du fascia ante brachial,
permet de disposer d’un greffon a pédicule vasculaire unique, transposable comme un
lambeau libre. Cependant, ce fascia est dans 1’incapacité d’assurer la néo angiogenése de la
membraneuse et de la muqueuse.

* Les recherches anatomiques devraient porter sur un mode plus efficace d’enveloppement

fascial ou musculaire, qui autoriserait une TT circonférentielle.
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Allogreffes trachéales et rejet

Avec la revascularisation, le rejet immunologique constitue 1’autre écueil de la TT. 1l se caractérise par
une infiltration lymphocytaire et un cedéme de la lamina propria ; puis par une destruction de
1’épithélium respiratoire ; et enfin par une destruction de ’architecture cartilagineuse entrainant une
malacie du greffon [32]. Chez les petits rongeurs (rats, souris), le rejet présente un aspect particulier.
En hétérotopie, I’allogreffe s’oblitére du fait d’une prolifération endoluminale fibroblastique,
phénomeéne aggravé par la dénudation épithéliale du greffon [33]. De ce fait, ce sont les modeles
animaux de référence pour I’étude de la bronchiolite oblitérante compliquant la transplantation
pulmonaire [32-36]. A contrario, en orthotopie, la régénération épithéliale provenant du receveur évite
ce phénomeéne, et autorise la levée de I’immunosuppression [32, 35, 37].

Pour maitriser le rejet, un traitement immunosuppresseur (a base de ciclosporine) est requis, et n’est
raisonnablement indiqué que dans la TT pour Iésions bénignes [15, 24, 29]. Pour autant, compte tenu
de ses contraintes, et de sa contre-indication formelle en cancérologie, de nombreuses recherches se
sont développées a partir de 1996, visant a limiter I’impact du rejet grace a la cryopréservation des
allogreffes. Chez le chien, plusieurs équipes japonaises ont démontré la faisabilité de la TT ou
carinaire sans traitement immunosuppresseur, par allogreffes cryopréservées enveloppées d’épiploon,
dont le cartilage restait viable [38-42]. Yokomise et al. ont montré que la réduction de
I’immunogénicité du greffon était liée a la disparition de 1’épithélium [38]. Mukaida et al. ont
confirmé le role de la résorption épithéliale secondaire a la cryopréservation (ou, le cas échéant, a la
séquence cryopréservation/ décongélation) dans la tolérance des allogreffes. Elle était suivie d’une
régénération par migration épithéliale provenant des 2 extrémités de la trachée native anastomosées au
greffon [40, 41]. Tojo et al. ont obtenu des résultats similaires chez le rat, aussi bien en termes de
régénération épithéliale qu’en termes de viabilit¢ du cartilage. Ils ont montré qu’apres
cryopréservation, il n’y avait pas de déplétion du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de
Classe I, utilisé comme marqueur pour démontrer que le greffon était devenu, a terme, un organe
chimérique avec un cartilage appartenant au donneur et un épithélium provenant de 1’hote [43].
D’autres, sur le méme modéle, ont observé une perte de vitalité du cartilage aprés 3 mois

d’implantation orthotopique, variable en fonction de la durée de conservation apres cryopréservation :
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24% pour 2 mois et 33% pour 24 mois (différence non significative) [44]. Chez le lapin, 2 études,
limitées a une période d’observation de 30 jours, ont montré que la cryopréservation ne réduisait
qu’incomplétement la réaction de rejet [45], mais qu’elle était particuliérement faible aprés
cryopréservation par vitrification [46]. L’étude de Tanaka et al. est plus pertinente, grace a une période
d’observation de 3 mois. Elle a permis de mettre en évidence des Iésions d’apoptose précoce des
chondrocytes, puis une calcification des cartilages, entre 1 et 3 mois [47]. L’étude de Murakawa et al.
chez le primate, doit retenir également 1’attention (du fait d’une anatomie et d’une immunologie
proches de I’espéce humaine). Les auteurs ont comparé le devenir d’allogreffes fraiches et
cryopréservées, transplantées sur des babouins. Ils ont détecté, par immunomarquage, la présence du
CMH de Classe II dans 1’épithélium respiratoire des trachées fraiches, alors que celui-ci n’était plus
exprimé au niveau des allogreffes trachéales cryopréservées. Cette étude a confirmé le role de la
déplétion épithéliale consécutive a la cryopréservation dans 1’atténuation du rejet immunologique des
allogreffes. Aprés transplantation sans immunosuppression, les greffons cryopréservés étaient
parfaitement intégrés, sans sténose ; la régénération épithéliale était effective a 1 mois et les cartilages
viables a 1 an. A I"opposé, les greffons frais étaient sévérement sténosés a 3 mois [48].

L’ensemble de ces travaux a démontré la faible immunogénicité du cartilage trachéal, confirmant des
travaux plus anciens portant sur la tolérance immunologique du cartilage articulaire [49] ; et le role
déterminant de I’épithélium dans la réaction de rejet des allogreffes trachéales. Le processus de
cryopréservation entraine une déplétion de I’épithélium et une perte d’expression du CMH de Classe
II, fortement exprimé a I’état normal [35]. Cette phase est suivie d’une régénération a partir de
I’épithélium du receveur, I’ensemble des 2 phénoménes induisant la tolérance immunologique du
greffon [41, 43].

A notre connaissance, aucun auteur n’a étudié la tolérance immunologique de 1’allogreffe trachéale
dénudée d’épithélium dans 1’optique d’une utilisation en TT. De plus, cette désépithélialisation aurait
aussi I’avantage substantiel d’éviter la rétention muqueuse en hétérotopie, un facteur de surinfection
qui détériore les résultats des autogreffes [26] ; ou interfére de maniére négative avec les lésions de

rejet des allogreffes [16, 28], et qui, dans la pratique clinique de Delaere et al.,, impose une
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marsupialisation du greffon sur toute la longueur, lors de la revascularisation ante brachiale, avec le

risque de surinfection et d’échec que cela a pu entrainer [30] (Figure 1).

Figure 1. Tomodensitométrie axiale de 1’avant-bras. Revascularisation d’une allogreffe trachéale dans le fascia ante brachial
de I’hote. Le greffon, dont la membraneuse a été réséquée, est marsupialisé a la peau sur toute sa longueur. Extrait de :
Delaere et al. Am J Transplant. 2012;12:2538-45 [30].

¢ L’¢pithélium respiratoire joue un role déterminant dans le rejet immunologique des allogreffes
trachéales. A 1’opposé le cartilage est bien toléré.

* La cryopréservation atténue la réaction de rejet, essentiellement par déplétion de 1’épithélium
et perte de I’expression du CMH de Classe II. Aprés TT en orthotopie, il est remplacé par
I’épithélium du receveur. Ce phénoméne est déterminant dans la tolérance immunologique du
greffon, transformé en un organe chimérique.

* Cette tolérance pourrait étre améliorée par la dénudation €pithéliale du greffon.
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Les bioprothéses trachéales

Certaines études étiquetées « allogreffes trachéales » concernent, en fait, des bioprothéses [6]. 11 s’agit
en effet de greffons de cadavres débarrassés de la membraneuse et lyophilisés [50] ; ou fixés par le
formol et conservés dans 1’acétone. Ils sont utilisés dans le traitement des sténoses trachéales
congénitales et acquises, essenticllement en pratique pédiatrique. Pour les promoteurs de cette
technique, elle procure des résultats intéressants (régénération épithéliale de la bioprothése), malgré la
fréquente nécessité d’un stenting prolongé ou d’une trachéotomie a demeure [50-53]. Elle comporte
cependant 2 limites : (1) le RT n’est pas circonférentiel ; (2) il n’y a pas de croissance du greffon et,

malgré ['utilisation de bioprothéses surdimensionnées, 1’avenir des enfants opérés demeure incertain.

Les prothéses synthétiques

Il s’agit d’'une voie de recherche ancienne. Divers matériaux ont été évalués : tubes en silicone,
polyuréthane, polytetrafluoroéthyléne, prothéses tubulées en Marlex mesh ou Dacron, ou composites
silicone-métal [54-59]. Les applications cliniques ont porté essentiellement sur la prothése en silicone
développée par Neuville. De 1970 a 1988, cet auteur a effectué 31 RTs par prothése droite ou
bifurquée, pour sténose bénigne (n=20) ou maligne (n=11), avec une mortalité précoce de 6 patients
(19 %). Malheureusement, les résultats a long terme étaient difficiles a évaluer, en raison d’un nombre
important de perdus de vue [60]. De leur c6té, Pearson ef al. ont utilisé des prothéses tubulées en
Marlex mesh, chez 6 patients porteurs de carcinomes adénoides kystiques (CAK) évolués [61].

Les complications majeures observées (granulomes obstructifs, déhiscences anastomotiques,
infections chroniques et surtout érosions artérielles du tronc innominé [61, 62]), ainsi que la
contamination bactérienne génératrice d’une halitose (altérant sévérement la qualité de vie), ont
entrainé 1’abandon de ces prothéses pour un usage clinique, a la fin des années quatre-vingt.
Néanmoins les études expérimentales se sont poursuivies, visant & une incorporation tissulaire dans le
matériel prothétique, et a une régénération épithéliale de la face luminale du substitut. Schultz ef al.
ont étudié une prothése en titane poreux, qui a donné des résultats satisfaisants chez le rat, mais qui
s’est soldée par un échec chez la brebis [63, 64]. De nombreuses études de substituts comportant une

matrice synthétique assurant la rigidité, et une imprégnation de collagéne autorisant une colonisation
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cellulaire in situ du greffon ont également été conduites par des équipes japonaises [65-70].
Cependant, 1’application clinique s’est limitée a 4 cas de chirurgie conservatrice laryngo-trachéale
(remplacements non circonférentiels de la trachée cervicale et du cricoide) [71].

En 2011, Jungebluth et al. remplacaient une caréne par une prothése en matériau nano composite
ensemencée de cellules souches, en administrant en péri opératoire des facteurs de croissance
cellulaires (TGFB) et hématopoiétiques (EPO, G-CSF). L’utilisation de facteurs de croissance nous
parait particuliérement inappropriée chez un patient cancéreux ; et le recul de 5 mois insuffisant pour
tirer des enseignements de cette observation [72]. Puis ce procédé a été utilisé pour traiter 3 cas de
sténose : I’un n’était pas documenté [73] ; et le résultat des 2 autres était médiocre : plicature de la
prothése imposant un stenting métallique complémentaire dés la huitiéme semaine ; granulomes

hypertrophiques et surinfection [74] (Figure 2).

Figure 2. Aspect endoscopique de 2 prothéses trachéales en matériau nano composite et ensemencées de cellules souches,
apres stenting de nécessité, par endoprothése métallique auto expansive : nombreux granulomes et surinfection [74. Polyakov
etall]

Récemment, Tsukada ef al. ont étudié sur un modéle ovin, puis canin, le comportement d’un substitut
trachéal synthétique résorbable. Aprés remplacement de 5 cm de trachée cervicale, et sous couvert
d’un stent en silicone, les auteurs ont observé une transformation de la zone greffée en un tissu
conjonctif fibreux, réépithélialisé sur sa face luminale ; et qui était le sieége d’une rétraction évolutive
suffisante pour permettre, aprés résection de la zone fibreuse, une anastomose circonférentielle
secondaire de la trachée native [75, 76]. Ce phénomeéne de rétraction, de réépithélialisation et

d’élongation de la trachée restante, autorisant une anastomose termino-terminale secondaire, avait déja
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été décrit aprés RT par allogreffe aortique lyophilisée sur un modéle canin [77, 78]. Mais, en pratique,

cette approche n’est pas envisageable, en cas de RT long [79].

* Les prothéses synthétiques inertes sont a proscrire dans les remplacements trachéaux,
principalement en raison du risque de rupture du tronc artériel innominé.

* Les prothéses visant a une incorporation tissulaire et a une régénération épithéliale, largement
étudiées expérimentalement, n’ont abouti qu’a des applications cliniques anecdotiques.

* Une prothése résorbable utilisée en bridge avant reconstruction par anastomose directe n’a pas

d’intérét dans les RTs longs.

Les tissus et organes creux autologues

Les tissus et organes creux autologues (vessie, cesophage, intestin gréle) constituent une quatriéme
voie de recherche intéressante, du fait de I’absence d’immunosuppression. La peau libre tubulée a été
étudiée expérimentalement [80], puis utilisée en clinique, sous forme de patch [5, 81] ; et plus
récemment pour un RT extensif, aprés déhiscence anastomotique compliquant une résection élargie de
la trachée. Le lambeau libre remplagait les parois antérieure et latérales de la trachée, I’cesophage
faisant office de membraneuse. Le montage, étayé par un stent, était enveloppé d’épiploon et de

muscle pectoralis major [82].

Le lambeau fascio-cutané ante brachial
Le lambeau fascio-cutané ante brachial tubulé est plus fiable, car vascularisé par un pédicule artério-
veineux anastomosable aux vaisseaux du cou (ou du médiastin). Cependant, il nécessite une structure
assurant la rigidité. Etayé par une endoprothése de soutien, il a été utilisé pour la premiére fois avec
succes par Beldholm et al. aprés résection d’un CAK de la trachée cervicale [83]. Par la suite, d’autres
ont construit un substitut trachéal composite basé sur ce lambeau, tapissé de muqueuse buccale et
comportant un squelette cartilagineux additionnel [84] ; ou suspendu a des anneaux synthétiques

lentement résorbables [85] (Figures 3A et B).
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Figure 3B. Construction d’un substitut trachéal circonférentiel a partir de ce lambeau tubulé, suspendu a des anneaux
synthétiques lentement résorbables. Extrait de : Maciejewski A et al. Ann Thorac Surg 2009;87:608-10 [85].

Le lambeau fascio-cutané ante brachial a été également utilisé sous forme de patch antérieur, renforcé
par du cartilage autologue [86] ; ou par un segment externe de prothése vasculaire [87], mais une fois
seulement pour un remplacement circonférentiel [88]. Enfin, aprés une étude expérimentale sur un
mode¢le porcin [89], Fabre ef al. ont repris a leur compte ces expériences cliniques, en utilisant un
lambeau fascio-cutané ante brachial tubulé, rigidifié par des arceaux cartilagineux confectionnés a
partir de cartilages costaux autologues [90]. Leur série de 12 patients est hétérogéne : seuls 6 patients

ont été opérés de remplacement circonférentiel étendu, 1 pour des lésions de sténose, et les 5 autres
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pour CAK, la résection incluant 2 fois la caréne. Ces 2 derniers patients décédaient d’un syndrome de
détresse respiratoire aigué, li¢ a un défaut de clairance des sécrétions (taux de mortalité hospitaliére :
33%). Les résultats histopathologiques étaient médiocres : 4/5 résections R1 chez les opérés de CAK.
Enfin, a moyen terme, 2 patients survivants sur 3 gardaient une trachéostomie définitive [91].

Concernant les organes creux, une solution pourrait étre 1’utilisation d’un greffon jéjunal libre, assorti
d’un pédicule vasculaire anastomosable, et entouré d’anneaux cartilagineux allogéniques (Figure 4).
Etudié expérimentalement sur un modéle porcin [92], il ne semble pas avoir abouti & une quelconque

application clinique.

Figure 4. Greffon jéjunal libre entouré d’anneaux cartilagineux allogéniques [92. Tudorache I et al.]

* Le lambeau fascio-cutané ante brachial est le tissu autologue le plus utilisé dans les
remplacements trachéaux cervicaux, le plus souvent sous forme de patch. Son intérét est de
comporter un pédicule vasculaire anastomosable.

e Utilisé de maniére tubulé et étayé par du cartilage (ou une prothése synthétique) dans les

remplacements circonférentiels, il présente une médiocre fonction de clairance des sécrétions.
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Commentaire publié

Dans une correspondance, nous avons répondu aux critiques infondées formulées par Fabre ef al. a
I’encontre de I'utilisation de I’AA dans le RT circonférentiel [90], en comparant nos résultats a ceux
obtenus par 'utilisation du lambeau fascio-cutané ante brachial tubulé et armé de cartilages dans cette

indication ; et nous avons attiré I’attention sur le bénéfice incertain de cette chirurgie extensive :

(1). Circumferential tracheal replacement: do the benefits warrant the risks? Wurtz A. Ann Thorac

Surg. 2014 Apr;97(4):1480. doi: 10.1016/j.athoracsur.2013.09.093. [91]
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Ingénierie tissulaire

En 1993, Langer et Vacanti ont défini I’ingénierie tissulaire comme un «domaine d’application
interdisciplinaire des principes de l’'ingénierie et des sciences de la vie visant au développement de
structures biologiques capables de restaurer, maintenir et améliorer les fonctions tissulaires» [93]. En
comparaison avec la TT, cette approche est potentiellement intéressante, du fait de 1’absence
d’immunogénicité des tissus et organes restaurés ou construits. Vacanti et al. ouvraient la voie en
construisant un substitut trachéal circonférentiel, un tube de cartilage issu de 1’ingénierie tissulaire
implanté chez le rat [94]. Mais il convenait de construire une trachée dans toute sa complexité [95].
C’est ainsi que Walles ef al. ont reconstitué in vitro les éléments fondamentaux d’une trachée native, a
partir d’une matrice formée d’un segment jéjunal perfusé, sans cependant obtenir I’aspect

tridimensionnel et les propriétés biomécaniques d’une trachée fonctionnelle [96].

Bio ingénierie basée sur la matrice trachéale décellularisée

A la lumiére de ces résultats, Macchiarini et al. proposaient d’utiliser une trachée décellularisée par
détersion enzymatique, procédé qui la transformait en une matrice non immunogéne, par déplétion des
CMH de classe I et II [97] ; puis de I’ensemencer in vitro dans un bioréacteur a double chambre [98],
avec des chondrocytes et des cellules épithéliales respiratoires autologues, obtenues respectivement
par culture cellulaire de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) de la moelle osseuse, et par
prélévement de muqueuse bronchique de 1’hote. Le bioréacteur autorisait un ensemencement externe
de cellules de phénotype cartilagineux, avec 1’objectif d’une repopulation de la paroi de la matrice ; et
de sa face luminale par les cellules épithéliales. En 2008, ils procédaient, en clinique, au remplacement
d’un tronc souche gauche malacique, avec une matrice trachéale ainsi préparée [99]. Le résultat était
satisfaisant a 4 mois. Cependant, a 8 mois, le greffon se collabait [100, 101], imposant 14 stenting en
5 ans [102].

Go et al. ont étudié, sur un modele porcin, la repopulation de la matrice trachéale décellularisée par
des cellules de 1’hote (chondrocytes issus de CSMs et cellules épithéliales mises en culture). Quatre
groupes de 5 animaux ont été implantés : avec une matrice trachéale non ensemencée (Groupe I) ;

matrice ensemencée par des chondrocytes autologues (Groupe II) ; ou des cellules épithéliales
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(Groupe III) ; et enfin avec les 2 types de cellules (Groupe IV). Aprés implantation, les animaux
étaient suivis 60 jours. Cependant, les auteurs ne fournissaient pas d’histologie des matrices trachéales
avant implantation ; et les résultats étaient appréciés essentiellement sur des données macroscopiques
et biomécaniques [103]. Outre ces lacunes, nous nous sommes apercu que les données de la quatriéme
figure de I’article (Figure 5) méritaient clarification. Dans les 60 jours aprés implantation : (1)
macroscopiquement et microscopiquement, des structures cartilagineuses anhistes étaient observées
dans tous les groupes, méme en I’absence d’ensemencement de chondrocytes (groupes I et III) ; (2)
I’absence d’affinité tinctoriale des protéoglycanes traduisait une destruction de la matrice
cartilagineuse extracellulaire ; (3) au fort grossissement, seuls quelques rares chondrocytes étaient
observés dans le groupe II et ils étaient absents dans le groupe IV. Ainsi, la présence de cartilage dans
tous les groupes, permettait d’affirmer sa persistance aprés détersion enzymatique, les altérations
observées pouvant résulter de cette détersion et/ou de la phase d’ischémie post implantation. De plus,
aucun capillaire néoformé n’était observé au sein des différents implants. Ainsi, 1’aspect
microscopique observé dans le groupe IV ne saurait correspondre, en aucun cas, a la « survie » de
I’implant, comme 1’annongait cet article. Il était, a tout le moins, voué a la malacie [104]. Les implants
des groupes III et IV étaient bordés d’un épithélium respiratoire (Figure 5) qui pouvait, certes, résulter
de I’ensemencement préimplantatoire des cellules épithéliales, mais aussi du processus non spécifique
de migration des cellules épithéliales le long de la face luminale de I’implant a partir des extrémités
trachéales natives anastomosées, déja décrit sur de nombreux modéles animaux : apres TT [32, 35, 37-
43, 45-48] ; aprés RT par bioprothéses [50-53], greffons aortiques [77, 78, 105-112], substituts

synthétiques non résorbables [63, 65-70] ou résorbables [75, 76].

24



Group Il Group |

Group IlI

Group IV

Figure 5. Matrices trachéales implantées, prélevées dans un délai maximum de 60 jours. Elles présentent, sans
exception, des structures cartilagineuses anhistes (fléches), y compris celles non ensemencées de chondrocytes (Groupes
I, III). Dans le groupe II, la structure cartilagineuse, anhiste au grossissement X100 (en réalit¢ X25), renferme de rares
chondrocytes au grossissement X200 (étoile). Dans le groupe IV, le cartilage est acellulaire, méme au grossissement
X200 (étoile), alors que I’implant est considéré comme «viable» par les auteurs. Dans les groupes III et IV, la face
luminale est bordée d’un épithélium de type respiratoire (petites fleches). Extrait de : Go et al. J Thorac Cardiovasc
Surg 2010;139:437-43 [103].
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L’observation de remplacement d’un tronc souche gauche par une matrice trachéale recellularisée,
publiée en 2008, a été suivie d’un foisonnement d’articles produits par 1’équipe de Macchiarini :
revues générales (souvent redondantes) décrivant les principes fondamentaux de la bio ingénierie
trachéale ; ou études de divers protocoles de décellularisation de la matrice [113].

Puis en 2010, cette équipe décrivait une nouvelle approche intitulée « in situ engineering », ou 1’hote
était censé faire office de bioréacteur pour la matrice trachéale. Le protocole comportait
I’administration de facteurs de croissance cellulaires et hématopoiétiques, afin d’assurer la
mobilisation des cellules souches de I’hdte, puis la néo angiogenése in situ de la matrice [114].
L’équipe faisait état d’une expérience clinique « initice en mars 2010 » [115] puis, en 2012, de « 9
patients de 11 a 73 ans opérés depuis 2008 », sans fournir de donnée sur les indications, le caractére
circonférentiel ou latéral du remplacement, et les résultats [116-119]. Finalement, Macchiarini devait
reconnaitre qu’il avait observé des cas de malacie du greffon [120]. Cela semblait justifier I’abandon
de cette technique, au profit d’une approche de type « bio ingénierie prothétique » [72, 73], mise en
ceuvre apparemment sans support expérimental animal, et aux seuls résultats connus médiocres [74].
Elliot et al. ont rapporté I'unique observation documentée d’implantation d’une matrice trachéale
décellularisée, chez un gargon de 12 ans. En per opératoire, elle était préparée par injection, dans la
paroi, d’un facteur de croissance cellulaire (TGFB) ; puis elle était ensemencée par immersion dans
une solution saturée en cellules souches et en facteurs de croissance (EPO et G-CSF). Des fragments
de muqueuse trachéale native étaient greffés sur sa face luminale. Enfin, aprés reconstruction de la
voie aérienne, I’implant était enveloppé d’épiploon. Les suites étaient difficiles, avec nécessité de
multiples dilatations et stenting pendant 18 mois [121]. Cependant, avec un recul de 2 ans, la voie
aérienne était réépithélialisée et restait perméable [122]. Pour autant, I’accroissement en taille de
I’implant avec la croissance de 1’enfant restait a démontrer [7], ’aspect en tomodensitométrie pouvant
correspondre a une simple élongation (calibre de I’implant inférieur a celui des troncs souches natifs).
De plus, I’hyperdensité des anneaux cartilagineux évoquait un processus de calcification, rendant

¢galement improbable une croissance de I’implant (Figure 6, fléches).
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Figure 6. Bio ingénierie d’une matrice trachéale. Aspect en tomodensitométrie thoracique de contrdle a 2 ans : calibre du
greffon inférieur a celui des troncs souches natifs. L’hyperdensité des anneaux cartilagineux évoque un processus de
calcification (fleches). Extrait de : Elliot ef al. Lancet 2012;380:994-1000 : Figure 5B [122].

L’implantation d’une matrice trachéale recellularisée a fait 1’objet de critiques de la part de Delaere,
qui considérait (et nous partageons ce point de vue [123]) que le probléme de la revascularisation de
I’implant n’était pas pris en compte [124, 125] ; et que les auteurs ne fournissaient pas d’information
sur I’aspect microscopique de la matrice avant implantation [124]. Enfin, il estimait miraculeux que
les cellules souches puissent trouver leur voie a travers la matrice cartilagineuse pour la coloniser
[125].

De plus, a I’instar de 1’article de Go et al. [103], nous avons découvert, dans la publication d’Elliott et
al. [122], une donnée surprenante : I’examen de la figure 4C de cet article montre, en effet, que la
matrice trachéale étiquetée décellularisée contient du tissu cartilagineux formé de chondrocytes
normaux, au sein d’une matrice extracellulaire dont I’affinité tinctoriale est normale (Figure 7). Cette
constatation est en contradiction avec les résultats annoncés de « decellularisation quasi complete du
cartilage » aprés détersion enzymatique de la matrice trachéale [113] ; et ceux, récents, de Partington
et al. qui avaient constaté qu’apres 25 cycles de détersion, des chondrocytes altérés étaient persistants ;

et que la matrice extracellulaire du cartilage était dégradée [104].
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Figure 7. Examen microscopique d’un échantillon de matrice trachéale étiquetée « décellularisée », avant implantation.
Effectivement, 1’épithélium a disparu et la lamina propria est acellulaire (fleche). Par contre, le tissu cartilagineux sous-jacent
(étoile) a un aspect sensiblement normal. (HES X200). Extrait de : Elliot e al. Lancet 2012;380:994-1000 (Figure 4C) [122].

Quant a la régénération épithéliale, elle pouvait, certes, provenir des fragments de muqueuse greftés,
mais aussi du processus non spécifique, largement évoqué, de migration des cellules épithéliales le
long de la face luminale de I’implant, a partir des extrémités trachéales natives.

Finalement, le comportement de cette matrice trachéale (qui a nécessité de multiples stenting et
dilatations avant de se stabiliser) était comparable a celui d’une bioprothése trachéale traitée
chimiquement [52] ; et assurément moins satisfaisant que celui d’une allogreffe cryopréservée
transplantée sans immunosuppression (comme démontré sur différents modéles animaux et notamment

le primate [48]).

L’unique étude expérimentale de RT par «in situ engineering» sur un modele porcin, date de 2012
[126]. Comme en clinique [99], les auteurs ne fournissaient pas d’étude histologique préimplantatoire
de la matrice trachéale « décellularisée », avant bio ingénierie in situ. De plus, les données étaient

aussi surprenantes que dans le précédent article expérimental [103]. La premiére figure fournie
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(examen microscopique de la trachée de porc «native» et donc réputée normale), montre effectivement
un épithélium normal au grossissement X100, mais il est absent au grossissement X200. Par contre, le
tissu cartilagineux est altéré : raréfaction des chondrocytes et réduction de 1’affinité tinctoriale des
protéoglycanes de la matrice extracellulaire. La lamina propria est inflammatoire. Cet aspect du
cartilage est comparable a celui de la matrice trachéale prélevée aprés 60 jours d’implantation en
orthotopie (Figure 8). Ainsi, les auteurs concluent a tort & un aspect de la matrice « identique a celui
d’une trachée normale aprés 60 jours d’implantation ». En réalité, les lésions observées sont
compatibles avec des 1ésions de nécrose ischémique d’un tissu cartilagineux persistant aprés la phase

de détersion enzymatique [104].
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Figure 8. En haut, examen microscopique d’une trachée de porc « native » (réputée normale). Elle présente effectivement un
épithélium normal au grossissement X100, mais absent au grossissement X200 (petites fléches). Le cartilage mature est 1és¢,
avec raréfaction des chondrocytes et réduction de I’affinité tinctoriale des protéoglycanes de la matrice extracellulaire
(étoiles). La lamina propria est inflammatoire (téte de fléche).

En bas, matrice trachéale prélevée apres 60 jours d’implantation en orthotopie : le cartilage présente des 1ésions comparables
(étoiles). Extrait de : Jungebluth et al. Biomaterials. 2012;33:4319-26.(Figure 1a-d) [126].
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Il revient en effet a Partington et al. le mérite d’avoir attiré notre attention sur la persistance de
chondrocytes, en partie dégradés par apoptose, apres le processus de « décellularisation » par détersion
enzymatique [104]. Cela nous a conduits a expertiser de maniére fine les études expérimentales de
I’équipe de Macchiarini [103, 126] et le cas clinique de Elliott ef al. [122], pour aboutir a la conclusion
que la détersion enzymatique n’atteint pas son but : la clairance cellulaire est effective au niveau de
I’épithélium et de la lamina propria, mais le tissu cartilagineux persiste, plus ou moins dégradé, et la
matrice cartilagineuse extracellulaire est fréquemment altérée : un facteur de risque majeur de malacie
[104]. A Tl’instar de Delaere [125], Partington et al. mettaient enfin en doute la possibilité d’une
repopulation de la matrice trachéale par les chondrocytes du receveur, aprés ensemencement [104].
Pour démontrer la réalité de la régénération cartilagineuse, il aurait suffi que les chercheurs implantent
des animaux avec un mismatch de sexe entre donneur et hdte, lors de leurs expérimentations
[103,126]. Cela aurait autorisé des investigations fiables et bien documentées (polymerase chain
reaction et analyse FISH pour détection des chromosomes sexuels) permettant d’affirmer, sans
ambiguité, 1’appartenance (donneur ou héte) des chondrocytes présents dans I’implant [107, 110, 111].
De plus, puisque le collagenea est exprimé précocement lors de la formation du tissu cartilagineux, la
recherche de I’ARN du collagéneZa, par hybridation in situ, aurait pu étre effectuée [110, 111].

Les chercheurs auraient pu également confirmer I’hypothése de migration et homing des CSMs
(provenant de cultures cellulaires) dans la matrice, en les marquant, par transfection, d’une protéine
fluorescente, détectable par hybridation in situ (analyse FISH) [112]. La méme manipulation aurait pu
étre mise en ceuvre pour démontrer le role présumé des cellules épithéliales ensemencées, dans le
phénomeéne de régénération épithéliale de la matrice.

Finalement, les cas cliniques de Macchiarini ef al. et de Elliott ef al. n’ont été étayés que par 2 études
expérimentales publiées a posteriori et conduites avec des périodes d’observation trop bréves
(sacrifice a 60 jours) pour tirer des conclusions valables sur la persistance a moyen/long terme des
qualités biomécaniques des implants ; et aux résultats discutables [103, 126]. Enfin, I’administration
de facteurs de croissance, partie intégrante du protocole de la bio ingénierie in sifu, nous parait
particuliérement intempestive dans un contexte clinique de néoplasie [72].

Finalement, un tout récent éditorial pourrait sceller le sort de la bio ingénierie trachéale [127].
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* Le remplacement trachéal par une matrice trachéale décellularisée, puis ensemencée de
cellules souches autologues, est un concept séduisant dans son principe, du fait de 1’absence
d’immunogénicité de I’implant.

*  Apres décellularisation de la matrice trachéale par détersion enzymatique, il persiste du tissu
cartilagineux plus ou moins altéré et la matrice extracellulaire cartilagineuse peut étre
dégradée, altérant les propriétés biomécaniques de 1’implant.

* La présence, dans la matrice trachéale, de cellules souches ou de chondrocytes provenant de
I’hote n’a jamais été démontrée, aussi bien chez I’animal que chez ’homme.

e L’¢épithélialisation de la matrice est un processus non spécifique, ou le réle éventuel des
cellules épithéliales ensemencées n’a pas été démontré.

* A cejour, ’expérience clinique se résume a un seul cas documentg, ou le rdle des cellules

souches dans le maintien de la morphologie et de la vitalité de I’implant n’a pas été démontré.

Commentaire publié

Dans une correspondance destinée a Jungebluth et al. , nous formulions le souhait d’une information
éclairée de la communauté scientifique sur les indications et résultats des RTs basés sur la bio
ingénierie trachéale [117] :

(2-3) Tissue-engineered airway in the clinical setting: a call for information disclosure. Wurtz A,

Kipnis E. Clin Pharmacol Ther. 2012 Jun;91(6):973; author reply 974. doi: 10.1038/clpt.2012.7.
[117].

(Macchiarini, auteur correspondant, a répondu : « we will provide findings in an adequate setting in

the future » [118], affirmation qui n’a pas été suivie d’effet).
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Remplacement trachéal par greffon aortique

Etudes expérimentales préliminaires

C’est en poursuivant une voie de recherche ancienne [77, 78] que Martinod ef al. ont démontré, chez
la brebis, que le RT par une autogreffe aortique [105, 106], puis par une allogreffe aortique (AA)
fraiche [107] aboutissait a la formation de tissu trachéal mature, notamment des anneaux cartilagineux
suffisamment rigides pour permettre le sevrage de 1I’endoprothése mise en place transitoirement pour
s’opposer au collapsus de 1’aorte transplantée. L.’ensemble se produisait sans rejet, en 1’absence de tout
traitement immunosuppresseur. Les remplacements trachéaux par AA, effectués avec mismatch de
sexe entre le donneur et 1’hdte, ont permis de démontrer que le cartilage néoformé avait pour origine
des cellules de ce dernier (probables CSMs) ; et que la régénération épithéliale résultait d’une
migration cellulaire a partir des extrémités de la trachée native anastomosées au greffon, selon un
processus non spécifique déja largement évoqué. Ces résultats ont été ensuite reproduits par Seguin et
al. sur le méme modéle animal, aprés remplacement de la caréne [108], et enfin avec des AAs
cryopréservées [109].

Afin d’apprécier si ces résultats étaient reproductibles, nous avons mis en ceuvre des investigations
similaires chez le mini porc, avec des AAs fraiches puis cryopréservées. Elles ont servi de pré requis a
la mise en ceuvre de cette technique chez I’homme. Trente-sept animaux ont été opérés, en 2 phases,
de RTs longs cervicaux (n=17) et/ou thoraciques (n=20), par AA fraiche (n=21) [110] ou
cryopréservée (n=16) [111]. Des observations importantes ont été faites : (1) la nécessité d’un stenting
stable, au mieux par endoprothése en Y, afin d’éviter les migrations ; (2) un développement plus tardif
des anneaux cartilagineux au sein des allogreffes, par rapport a la brebis (Figure 9) ; (3) une
hétérogénéité des cartilages, avec des anneaux de meilleure qualité anatomique dans le segment
cranial des greffons, dans les RTs thoraciques étendus ; (4) la survenue inconstante de sténoses
localisées, notamment sus-carinaires (Figure 10), probablement secondaires a la phase d’ischémie
critique initiale précedant la néo angiogenese a partir des tissus environnants ; cette constatation

rendait potentiellement nécessaire un stenting prolongé chez I’humain ; enfin (5) D'intérét des
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allogreffes cryopréservées, pour des raisons de sécurité bactériologique et virologique, et de

disponibilité.

Figure 9. Aspect macroscopique d’une trachée de mini porc, 15 mois apres remplacement de la trachée thoracique par une
aorte allogénique cryopréservée (les fleches délimitent la zone de régénération trachéale).

Figure 10. Aspect macroscopique d’une trachée de mini porc 13 mois apres remplacement de la trachée thoracique par une
aorte allogénique cryopréservée (les fleches délimitent la zone greftée, sieége d’une sténose sévere sus-carinaire.

Etudes expérimentales complémentaires
En 2010, Tsukada ef al. ne parvenaient pas a reproduire les résultats des équipes européennes et
remettaient en cause le concept de régénération trachéale [128, 129]. Et Kim et al. obtenaient des
résultats mitigés sur un mod¢le canin : quelques rares ilots de cartilage dans la paroi des greffons
[130]. Finalement, Seguin et al. ont étudié, sur un modéle lagomorphe, le role des CSMs dans le
processus de régénération trachéale de I’AA. IlIs ont élégamment démontré leur migration au sein de la

zone greffée, en les marquant par transfection, d’une protéine fluorescente détectée par hybridation in

situ [112]. Malheureusement, la description morphologique de la zone greffée n’était pas en faveur
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d’une régénération trachéale : elle était compatible avec I’organisation cicatricielle d’un tissu ischémié
et/ou endommagé [131], au niveau duquel différentes variétés de cellules souches peuvent se mobiliser

[132-134].

Articles originaux et commentaires publiés (travaux expérimentaux)

(4) Tracheal replacement by allogenic aorta in the pig. Jaillard S, Holder-Espinasse M, Hubert T,
Copin MC, Duterque-Coquillaud M, Wurtz A, Marquette CH. Chest. 2006 Nov;130(5):1397-404.
[110]

(5) Tracheal replacement with cryopreserved allogenic aorta. Makris D, Holder-Espinasse M, Wurtz
A, Seguin A, Hubert T, Jaillard S, Copin MC, Jashari R, Duterque-Coquillaud M, Martinod E,
Marquette CH. Chest. 2010 Jan;137(1):60-7. doi: 10.1378/chest.09-1275. [111]

(6) Tracheal replacement with aortic allografts in the pig. Marquette CH, Wurtz A. Ann Thorac Surg.
2010 Dec;90(6):2091; author reply 2091-2. doi: 10.1016/j.athoracsur.2010.02.088. [129]

(7 et 8) Tracheal regeneration: myth or fact? Wurtz A, Hysi I, Copin MC. J Thorac Cardiovasc Surg.
2013 May;145(5):1416-8. doi: 10.1016/j.jtcvs.2012.12.088. [131]
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Expérience clinique préliminaire : premier remplacement trachéal par autogreffe aortique

A la suite de leurs travaux expérimentaux sur la brebis, Azorin et al. pratiquaient, pour la premiere fois
chez I’homme, un RT par une autogreffe d’aorte abdominale, avec une survie de 6 mois [135].
Cependant cette observation est critiquable : (1) selon les données densitométriques et
histopathologiques, 1’indication était celle d’'une trachéostomie médiastinale antérieure ; (2) le parti
pris d’utiliser une autogreffe était regrettable, puisque les auteurs avaient préalablement démontré que
I’allogreffe procurait d’aussi bons résultats [107] ; (3) la radiothérapie postopératoire était mise en
ceuvre sans connaissance des effets potentiellement déléteres sur le greffon ; (4) en l’absence
d’enveloppement du greffon, le décés a 6 mois dans un tableau de détresse respiratoire pourrait &tre

compatible avec la survenue d’une fistule avec 1’aesophage, compliquée d’inhalation [123].
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NOTRE EXPERIENCE DU REMPLACEMENT TRACHEAL PAR ALLOGREFFE AORTIQUE

En 2005, nous avons initié une étude clinique du RT, d’abord par AAs fraiches [136], puis
cryopréservées [123], étayées par des stents en silicone, pour des tumeurs non opérables par résection
conventionnelle. Six patients ont été traités entre 2005 et 2007, le premier pour un carcinome muco-
épidermoide de bas grade, et les 5 suivants pour un CAK. Ils ont été opérés avec les moyens
conventionnels de ventilation en chirurgie trachéale et extubés en fin d’intervention. Les suites
opératoires ont ét¢ marquées par une lourde morbidité chez 3 des 6 patients, mais il n’y a pas eu de
mortalité. Les résultats histopathologiques étaient trés encourageants : 1 résection R1 (carcinome
muco-épidermoide) et 5 résections RO (CAK) [91, 123]. A long terme, le premier patient est décédé a
45 mois de diffusion métastatique. Les patients 2 et 4 (reconstruction compléte de la caréne) sont
décédés respectivement a 26 et 77 mois d’hémoptysie massive, probablement d’origine artérielle
pulmonaire (compte tenu de 1’aspect du sang extériorisé¢), conséquence probable d’un conflit
mécanique tardif avec 1’endoprothése. Finalement, avec une moyenne de suivi de 81 mois (au
01/01/2014), 3 patients sont en vie (respectivement a 75, 79 et 90 mois), en rémission compléte et
exercent une activité professionnelle a temps complet [91]. Sur le plan technique, cette étude a
démontré I’importance de 1’enveloppement complet de 1’allogreffe avec des tissus richement
vascularisés : lambeau musculaire de pectoralis major, et lambeau graisseux thymo-péricardique,
vascularisé par le pédicule thoracique interne [137-140] (Figures 11 et 12).

Cependant, les résultats carcinologiques encourageants obtenus sont tempérés par des résultats
anatomiques qui ne sont pas ceux attendus : les greffons sont le siége d’une rétraction évolutive
(jusqu’a 66%) ; et nous n’avons pas d’argument en faveur du développement d’anneaux cartilagineux
au sein des allogreffes [79]. Cependant, les examens IRMN de contrdole effectués en 2013 ont
démontré un épaississement significatif de la paroi des greffons. En pratique, si le sevrage
d’endoprothése n’a jamais été possible au dela d’un délai de 32 jours, 2 des 3 survivants sont

actuellement appareillés avec des endoprothéses courtes et bien tolérées.
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Figures 11 et 12. Patient 6 [123]. L’enveloppement complet de 1’allogreffe aortique (AA) commence par la mise en place,
dans le médiastin postérieur, du lambeau graisseux thymo-péricardique, vascularisé par le pédicule thoracique interne droit
(I’arteére est repérée par ’extrémité de la pince, en haut et a droite). Puis le lambeau pectoral, pédiculé sur la branche
pectorale de I’artére acromio-thoracique est mobilisé dans le médiastin antérieur et vient recouvrir la partie antérieure de
I’AA, en créant une interposition entre celle-ci et les gros vaisseaux.
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Nous avons soulevé 1’hypothése d’une responsabilité de la phase d’ischémie critique initiale avant néo
angiogenese, a 1’origine de cette insuffisance du greffon ; ou du réle positif de ’hormone somatotrope
dans les phénoménes de régénération trachéale, observés uniquement chez des animaux de laboratoire

encore en phase de croissance (brebis et mini porcs) [131, 141].

* Chez la brebis et le mini porc juvéniles, les allogreffes aortiques utilisées comme substitut
trachéal sont le siége d’une transformation en tissu trachéal mature. Cependant ce résultat est
inconstant et n’a pas été clairement observé chez I’homme.

¢ La recherche pourrait porter sur I’optimisation de la revascularisation de 1’allogreffe et sur le

réle de I’hormone somatotrope dans le processus de remodelage tissulaire de 1’aorte.

Articles originaux et commentaires publiés (travaux cliniques)

(9) Tracheal replacement with aortic allografts. Wurtz A, Porte H, Conti M, Desbordes J, Copin MC,
Azorin J, Martinod E, Marquette CH. N Engl ] Med. 2006 Nov 2;355(18):1938-40 [136]

(10) Surgical technique and results of tracheal and carinal replacement with aortic allografts for

salivary gland-type carcinoma. Wurtz A, Porte H, Conti M, Dusson C, Desbordes J, Copin MC,
Marquette CH. J Thorac Cardiovasc Surg. 2010 Aug;140(2):387-393.¢2.
doi:10.1016/j.jtcvs.2010.01.043_[123]

(11) The "thymopericardial fat flap": a versatile flap in thoracic and cardiovascular surgery. Wurtz A,
Juthier F, Conti M, Vincentelli A. J Thorac Cardiovasc Surg. 2011 Mar;141(3):841-2, 842.¢1. doi:
10.1016/j.jtcvs.2010.07.005 [137]

(12) Graft contraction phenomenon and tracheal stretching after tracheal replacement. Wurtz A, Hysi
I, Zawadzki C, Copin MC. Ann Thorac Surg. 2011 Oct;92(4):1548.
doi:10.1016/j.athoracsur.2011.05.023 [79]

(13) Tracheal replacement with banked cryopreserved aortic allograft. Wurtz A. Ann Thorac Surg.

2010 Jun;89(6):2072. doi: 10.1016/j.athoracsur.2010.01.034 [139]

(14) [Tracheal replacement with aortic allografts in humans. Experimental prospects]. Wurtz A, Hysi

I. Rev Mal Respir. 2012 Sep;29(7):941-4. doi: 10.1016/j.rmr.2011.08.001 [141]
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REMPLACEMENTS TRACHEAUX CIRCONFERENTIELS ETENDUS. REVUE GENERALE

Au terme de cet état des connaissances, nous avons résumé, dans les Tableaux 1 et 2, les données de la
littérature portant sur les RTs circonférentiels étendus. Soixante et onze cas ont été rapportés
(correspondant pour prés de la moitié a 1’utilisation de la prothése de Neuville).
Si on s’en tient aux cas documentés (32 observations), on peut résumer la situation de la manicre
suivante :
* Indications : carcinomes (n=22), dont CAK (n=18)
: sténoses bénignes (n=8)
: déhiscences anastomotiques apres résection reconstruction (n =2)
* Types de remplacement : trachée cervicale (n=7)
: trachée cervico-médiastinale ou médiastinale (n=17)
: résections (tous types) incluant la caréne (n=8)
* Types de substitut : tissus autologues (n=11)
: greffons aortiques (n=8)
: prothéses en Marlex mesh (n=6)
: bio ingénierie de prothéses nano composites ou matrice trachéale (n=4)
: allogreffes trachéales revascularisées (n=3).
* Mortalité post opératoire : trachée cervicale (n=7) : néant
: trachée cervico-médiastinale ou médiastinale, 4/17 (24%)
: résections (tous types) incluant la caréne, 3/8 (37, 5%)
Mortalité globale : 7/32 (22%). Celle ci a été hypothéquée essentiellement par les 4 décés
survenus dans la série historique de Pearson et al. [61] (Tableau 2), et le décés post opératoire
observé par Davidson et al., en relation avec une erreur de stratégie (RT par greffon aortique de
banque, sans enveloppement du greffon) [138, 139]. Quant a la mortalité des interventions de
résection reconstruction impliquant la caréne, elle est trés supérieure (37,5%) aux données

communément admises (17%) [2].
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* Survie (cancer). Parmi les 22 opérés de cancer, il y a eu 6 déceés postopératoires (27%) et 4
patients sont décédés a 6, 16, 16, 26, 45 et 77 mois. Il y a eu 7 survies supérieures a 5 ans.
Nous avons établi une courbe de survie estimée, selon la méthode de Kaplan-Meier avec le
logiciel Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA (Figure 13) : elle est de

48% a 5 ans et de 39% a 10 ans.

100
90 -
80
70 ~
60

50 -
40

x
X
;
b,

Percent survival

30 A
20
10 1

0 . - . T T T Y T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Time (month)

Figure 13. Courbe de survie estimée des patients opérés de remplacement circonférentiel étendu de la trachée pour
carcinome. Les patients censurés sont repérés par une croix.

42



TABLEAU 1. REMPLACEMENT CIRCONFERENTIEL DE LA TRACHEE. OBSERVATIONS ISOLEES (12 exploitables)

AUTEURS INTERVENTION INDICATION SUIVI RESULTAT
(année) Remplacement cervical (C), médiastinal (M)
Rose et al. [8] Allogreffe trachéale revascularisée ©) Sténose 9 semaines Satisfaisant
(1979) par le muscle sterno-cléido-mastoidien
Levashov et al. [24] Allogreffe trachéale M) Médiastinite fibreuse 4 mois Resténose
(1993) + épiplooplastie (Sténose) (stenting)
Beldhom et al. [83] Lambeau fascio-cutané ante brachial ©)+M) Carcinome adénoide Décés a 16 mois Satisfaisant
(2003) tubulé + stent kystique (hypercalcémie) (endoprothése en
place)
Olias et al. [84] Lambeau fascio-cutané ante brachial + ©) Sténose 6 mois Satisfaisant
(2005) cartilage + muqueuse buccale
Spaggiari et al. [82] Lambeau cutané libre + lambeaux ©)+M) Déhiscence apres résection Décés a 36 mois Satisfaisant
(2005) épiploon + muscle pectoral + stent de trachée (cancer thyroide) (récidive (endoprothése en
tumorale) place)
Azorin et al. [134] Autogreffe aorte abdominale + stent ©) Carcinome épidermoide Décés a 6 mois Satisfaisant
(2006) (pas de lambeau) (pneumopathie)
Parchin et al. [15] Allogreffe trachéale revascularisée ©)+M) Sténose 3 mois Satisfaisant
(2007) (pédicule thyroidien inférieur)
Davidson et al. Allogreffe aortique cryopréservée <©)+M™M) Déhiscence trachéale Déces post Echec
[137] (pas de lambeau) anastomotique opératoire
(2009) (fistule,
médiastinite)
Maciejewski et al. Lambeau fascio-cutané ante brachial ©) Récidive de cancer de la 24 mois Satisfaisant
[85] (2009) tubulé thyroide (sevré de stent)
+ support externe + stenting (6 mois)
Yu et al. [88] Lambeau fascio-cutané ante brachial ©) Carcinome adénoide 28 mois Satisfaisant
(2011) tubulé + support externe + stenting (18 kystique (sevré de stent)
mois)
Jungebluth et al. Prothése nano composite + cellules M) Récidive de carcinome 5 mois Satisfaisant
[72] souches + épiplooplastie + caréne muco-épidermoide
(2011)
Elliott et al. [122] Bio ingénierie trachéale “in situ” ©)+ M) Sténose congénitale 24 mois Satisfaisant
(2012) + épiplooplastie + stenting (18 mois) (sevré de stent)
Jungebluth et al. Prothese nano composite + cellules Pas de Sténose 5 mois Pas de donnée
[73] souches donnée exploitable
(2013)
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TABLEAU 2. REMPLACEMENT CIRCONFERENTIEL DE LA TRACHEE. SERIES (20 dossiers exploitables)

AUTEURS
(année)

Pearson et al. [61]
(1974)

Neuville et al. [60]
(1990)

Wurtz et al. [123]
(2010)

Jungebluth et al.
[116] (2012)

Polyakov et al. [74]
(2013)

Fabre et al. [90]
(2013)

INTERVENTION
Remplacement cervical (C), médiastinal (M)

Cylindre Marlex Mesh
(6 patients)

Prothése en silicone
(31 patients)

Allogreffe aortique +
lambeaux : muscle pectoral
+/- graisseux thymo-
péricardique
(6 patients)

Bio ingénierie trachéale
(7 patients)*

Prothése nano composite +
cellules souches
(2 patients)

Lambeau fascio-cutané ante
brachial + cartilage
(6 patients)

(©) + (M) (n=5)
(M) + caréne (n=1)

Pas de donnée
exploitable

(©) + (M) (n=5)
+ 3 fois la caréne.
(M) + caréne avec

pneumonectomie G

(n=1)

INDICATION

CAK (n=6)

Sténose (n=20)
Cancer (n=11)

Carcinome
muco-
épidermoide (n=1)
CAK (n=5)

SUIVI

Quatre déces post opératoires:
- rupture TA innominé (n=3)
- pneumothorax suffocant (n=1)

Déces précoces (n=6)

3 décés a 26, 45 et 77 mois ;
3 survies a 75, 79 et 90 mois

RESULTAT

2 survies
(8 et 10 ans)

Pas de donnée
exploitable en
terme de survie
Endoprothése de
Dumon permanente
(n=3/3)

Absence de donnée claire rapportée. Nombre de replacements circonférentiels vs partiels non précisé

(©) (n=2)

(©) + (M) (n=4)
(M) + caréne (n=2)

Sténose (n=2)

CAK (n=5)
Sténose (n=1)

[119]

Plicature, granulomes, infection.

Suivi : 6 mois

2 déces post opératoires
1 décés a 16 mois (CAK)

3 survies : a 18 mois (sténose) ;

41 et 66 mois (carcinome)

Stent métallique
de
nécessité
(n=2/2)

Trachéotomie
permanente
(n=2/3)

*La série de 9 patients auxquels font allusion les auteurs en 2012 inclut, en fait, les 2 “case report” publiés en 2008 et 2012
[99,122]) ; CAK : carcinome adénoide kystique.
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II. TRAVAUX EXPERIMENTAUX SUR MODELES LAGOMORPHES
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OBJECTIFS
Le but de nos travaux expérimentaux sur modeles lagomorphes était la mise au point d’un substitut
trachéal fiable autorisant des remplacements circonférentiels étendus, sans immunosuppression. Notre
expérience de I’AA dans ce domaine nous a conduits initialement a orienter nos recherches avec ce
substitut, avec le constat suivant : alors que les études expérimentales menées chez la brebis et le
miniporc démontraient la possibilité d’une régénération trachéale au sein des greffons [106-111], ces
résultats n’étaient pas observés chez ’homme [123, 131]. Ce défaut de maturation tissulaire dans le
sens trachéal pouvait étre la conséquence de 1’ischémie initiale de I’AA. En conséquence, nous avons
d’abord imaginé d’en assurer la revascularisation précoce par un enveloppement en hétérotopie dans
un lambeau de fascia latéro-thoracique, tel que décrit par Delaere ef al. sur un modéle lagomorphe [27,
28]. Cette technique sera désormais intitulée « enveloppement fascial ». De plus, grace a cette tunique
additionnelle, on pouvait espérer obtenir un greffon plus rigide, avant transposition en orthotopie.
Cependant, les résultats observés nous ont conduits @ multiplier nos investigations. En définitive, les 3
premiéres phases expérimentales ont porté sur I’AA ; et les 3 derniéres sur un nouveau modéle,
I’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium et cryopréservée :
1. Etude de D’efficacité de I’enveloppement fascial sur la néo angiogenése de I’AA fraiche ou
cryopréservée.
2. Enveloppement fascial d’un greffon composite formé d’une AA entourée d’anneaux
cartilagineux allogéniques et cryopréservés.
3. Remplacement trachéal en 2 temps, par transfert au cou du greffon composite préalablement
revascularisé par enveloppement fascial.
4. Enveloppement fascial de segments d’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium et
cryopréservée.
5. Transplantation en 2 temps par transfert au cou de segments d’allogreffe trachéale dénudée
d’épithélium et cryopréservée, préalablement revascularisés par enveloppement fascial.
6. Transplantation trachéale en 1 temps de segments d’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium

et cryopréservée.
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MATERIEL ET METHODES

Le choix de lagomorphes comme mode¢les animaux a été dicté par des considérations anatomiques. En
effet, ces espéces présentent un fascia latéro-thoracique, a partir duquel on peut préparer un lambeau
de rotation a pédicule vasculaire unique transférable dans la région cervicale. Nos études ont été

conduites chez des lapins de race New Zealand (NZ) et accessoirement Géant des Flandres (GF).

Etudes anatomiques préliminaires

Afin de mettre au point les modéles expérimentaux, des études anatomiques préliminaires ont été
faites sur les lapins donneurs, a 1’occasion des prélévements de greffons aortiques et trachéaux. Deux
especes ont été étudiées : le NZ, pour étude du fascia superficialis latéro-thoracique, de la trachée et de
I’aorte thoracique ; le GF, afin d’évaluer son aorte thoracique utilisée pour la construction des greffons
composites (phases 2 et 3).

Le fascia superficialis latéro-thoracique est une lame porte vaisseaux qui vascularise la peau de la

paroi thoracique (Figure 14).

Figure 14. Fascia superficialis latéro-thoracique, avec son pédicule vasculaire naissant des vaisseaux sub claviers.

I est constitué d’une couche de fibres musculaires striées, située entre 2 fines couches de tissu

graisseux. Aisément clivable de la peau et des muscles sous jacents, il mesure environ 1 mm

48



d’épaisseur. Il est vascularis€ par un pédicule unique latéro-thoracique descendant, naissant des
vaisseaux sub claviers. Un lambeau quadrangulaire richement vascularisé peut étre préparé a partir de
ce fascia, aisément mobilisable par retournement vers le cou sur I’axe de son pédicule [26].

La trachée du NZ, a 80% en situation cervicale, est formée d’une juxtaposition d’anneaux quasi
circonférentiels [142] comptabilisés en moyenne a 32 + 2,68. Rétractée, sa longueur est inférieure a
6 cm. Coté cranial, le diamétre externe fait 8 mm et le diamétre interne 6,5 mm; il se réduit en
direction caudale, tandis que la paroi de la trachée s’amincit de maniére significative. Afin de prélever
des anneaux cartilagineux isolés, puis des segments trachéaux, une trachée a été débarrassée
mécaniquement de son épithélium, par frottement dur au tampon monté : I’étude histologique a
confirmé I’efficacité de cette méthode de désépithélialisation.

La longueur de ’aorte thoracique descendante du NZ est de 58,4 + 11,7 mm. Son diamétre (4 mm, soit
une lumiére admettant un tuteur 14f) est significativement inférieur a celui de la trachée. La longueur
de I’aorte thoracique descendante du GF est de 82,5 + 11,6, avec un diamétre de 5 mm, (admettant un
tuteur 16f ou une endoprothése en silicone de 5 mm de diamétre externe, en adéquation avec le
diamétre interne de la trachée du NZ). Microscopiquement, la paroi aortique est extrémement fine
(100 a 150 p) et sa média, riche en fibres élastiques, est parsemée de quelques cellules musculaires

lisses.

Animaux

Pour la mise au point des différents modéles expérimentaux et les différentes phases de 1’étude, 116
NZs adultes, pesant de 2735 a 5085 g, ont été utilisés. Quarante-deux étaient donneurs d’aorte
thoracique ou de trachée, tandis que 74 étaient receveurs. Enfin 7 GFs adultes maéles, pesant environ
6000 g, étaient donneurs d’aorte thoracique pour la construction des greffons composites. A
I’exception de quelques animaux en début d’étude, toutes les autres manipulations ont été effectuées

avec un mismatch de sexe entre donneur et receveur.
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Prélevement des greffons

Les lapins donneurs étaient anesthésiés par injection intramusculaire de Ketamine (50mg /kg) et de
Xylazine (2,5mg/kg), puis euthanasiés par une injection intracardiaque d’Embutramide, Mebezonium
et Tétracaine (T61 ; INTERVET, Beaucouzé, France). L’aorte thoracique descendante était prélevée
par sternothoracotomie gauche et réservée dans du sérum physiologique en cas d’utilisation fraiche,
soit en totalité, soit en segments partagés entre 2 ou 3 receveurs. La trachée était prélevée par
cervicotomie médiane et débarrassée mécaniquement de son épithélium, par friction répétée de la
lumiére a 1’aide d’un petit tampon mont¢.

Les greffons aortiques et trachéaux cryopréservés étaient pris en charge par European Homograft
Bank (EHB, Brussel, Belgium) pour la congélation, le stockage, la décongélation et le transfert au

laboratoire.

Anesthésie des receveurs

Apres induction IM (cf. supra), les lapins receveurs €taient installés en décubitus dorsal. L anesthésie
¢tait maintenue par inhalation au masque facial, d’'un mélange d’Isoflurane et d’oxygéne, sans
assistance mécanique. Le sevrage d’Isoflurane laissait un délai de 30 minutes environ avant le réveil
des animaux, suffisant pour mener a bien un remplacement, ou une transplantation trachéale

circonférentielle, sans précaution anesthésique particuliére.

Préparation des greffons

Ce temps précéde 1’enveloppement fascial.

Préparation des allogreffes aortiques
Afin d’éviter la rétraction du greffon et/ou une éventuelle prolifération endoluminale fibroblastique
[143], un tuteur interne en polyéthyléne était mis en place ; puis les 2 extrémités de I’AA étaient
obturées par une ligature en masse au Polysorb 2/0 (Covidien France SAS, Elancourt, France).
Initialement, nous avons utilisé un tuteur 16f (5 mm de diamétre externe) en sur distendant la paroi

aortique pour corriger I’inadéquation de diamétre existant entre aorte et trachée du NZ. Cette fagon de
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faire entrainait invariablement une nécrose de I’AA. Ces résultats n’ont pas été publiés, mais ont été le
point de départ de notre commentaire de 1’article de Seguin ef al. [112, 131] (cf supra). Ils nous ont

conduits a utiliser un tuteur de plus petit diamétre (14f) lors de la phase 1 de 1’étude (Figure 15A).

Préparation des greffons composites

par mise en place d’un tuteur interne 16f en silicone. Pour les RTs en 2 temps par greffon composite
(phase 3), le tuteur était remplacé par un stent en silicone, modéle pédiatrique sur mesure, de 25 mm
de long, 5 mm de diamétre externe et 4 mm de diamétre interne (Trachéobronxane, Dumon BB,
Novatech, La Ciotat, France) étayant des segments d’AA de GF, longs de 30 mm.

Apres ligature des 2 extrémités des segments d’AA, les greffons composites étaient construits en
disposant, a leur circonférence, 5 a 6 anneaux cartilagineux prélevés sur une trachée de NZ aprés
décongélation (Figure 15B). Régulie¢rement espacés, ils étaient fixés a I’aorte par des points de PDS
6/0, afin d’éviter une mobilisation intempestive lors de 1’enveloppement fascial. IIs laissaient persister
une interface entre la paroi aortique et le fascia, avec I’espoir de promouvoir la néo angiogenése de

I’aorte sous jacente.

Préparation des greffons trachéaux

Aprés décongélation, les allogreffes trachéales étaient divisées en segments longs (10/12 anneaux),
moyens (6/8 anneaux) ou courts (4/5 anneaux) ; le plus distal était adressé en routine au laboratoire,
afin de vérifier le caractére effectif de la désépithélialisation.

Lors de la phase d’enveloppement fascial isolé, les 4 premiers segments trachéaux longs ont été
utilisés en 1’état. Compte tenu des résultats observés, nous avons ensuite mis en place un tuteur interne
en polyéthyléne 16f, fixé a chaque extrémité par un point de PDS 6/0 (Ethicon France, Issy Les
Moulineaux, France), de facon a maintenir le segment trachéal a son diamétre initial, tout en évitant la
rétraction des espaces inter cartilagineux (Figure 15C). Lors des TTs en 2 temps, les segments
trachéaux longs ont été préparés a I’identique.

Lors des TTs en 1 temps, les segments trachéaux moyens et courts ont été utilisés en 1’état.
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Figure 15. A : présentation sur le lambeau quadrangulaire de fascia latéro-thoracique d’une aorte allogénique de lapin NZ,
étayée par un tuteur 14f et ligaturée a ses deux extrémités. B : greffon composite, avec les anneaux cartilagineux de lapin NZ
a la circonférence d’une aorte allogénique de lapin GF, étayée par un tuteur 16f. C : le segment d’allogreffe trachéale est
maintenu a sa longueur initiale grace a 2 points de fixation aux extrémités de son tuteur endoluminal (étoiles). Le pédicule du
lambeau est repéré par la fleche.

Enveloppement fascial des greffons

L’incision basi-thoracique de 5 cm était située a gauche de la créte mamelonnaire. Elle autorisait la
préparation d’un lambeau de fascia superficialis quadrangulaire, a charniére craniale, axé sur le
pédicule latéro-thoracique. Chaque type de greffon était enveloppé de manicre circonférentielle avec
I’extrémité libre du lambeau, qui était suturé a lui méme par un surjet continu, ou des points séparés de

PDS 6/0 (Figure 16A). Enfin la peau était refermée a points séparés.

A

Figure 16. A : enroulement du lambeau de fascia autour d’une aorte allogénique. B : a droite, représentation d’un RT en 2
temps : (1) enveloppement du greffon par le lambeau de fascia ; 14 jours plus tard : (2) résection d’un segment de trachée ; et
(3) reconstruction par le greffon enveloppé. Extrait de : Delaere et al. J Thorac Cardiovasc Surg 1995;110:728-37.
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Remplacement trachéal par greffon composite.

La technique a été schématisée par Delaere et al. [28] (Figure 16B). Le RT, par transfert au cou du
greffon composite enveloppé de fascia, était effectué aprés 7 a 9 jours de revascularisation
hétérotopique : aprés reprise de I’incision basi-thoracique, le greffon était mobilisé par incision du
fascia en direction craniale, de part et d’autre de son pédicule vasculaire. Le larynx et la trachée étaient
exposés par cervicotomie médiane. Un tunnel sous cutané entre les 2 incisions autorisait le transfert du
greffon au cou, par retournement sur 1’axe du lambeau (Figure 16B). Les 2 extrémités du greffon
étaient réséquées, pour laisser libres les extrémités de 1’endoprothése. Un segment de trachée était
réséqué a partir du troisiéme ou quatriéme anneau, sur une longueur de 20 mm (résection de 8-10
anneaux), en ménageant les nerfs récurrents et 1’cesophage proches. La reconstruction était faite en
ventilation spontanée, a trachée ouverte [28]. L’anastomose proximale entre greffon et trachée était
faite par 6 a 7 points séparés de Polysorb 5/0 (Figure 17A). Le dernier point antérieur transfixait

I’endoprothése afin de la sécuriser. Son extrémité libre intubait vers le haut la trachée proximale, en

amont de I’anastomose. L’anastomose distale était faite a I’identique (Figure 17B). Les 2 incisions

¢taient refermées en un plan.

Figure 17. Remplacement trachéal cervical par greffon composite. A : suture proximale terminée ; ’extrémité distale de
I’endoprothése est libre (fleche), pour intubation de la trachée en aval de 1’anastomose. B : suture distale terminée ; *
pédicule fascial.
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Transplantation trachéale en 2 temps
Aprés une période de revascularisation hétérotopique de 13/14 jours, la TT de segments d’allogreffe

trachéale était effectuée comme ci-dessus, mais sans utilisation d’une endoprothése.

Transplantation trachéale en 1 temps

Aprés résection adéquate, la TT en 1 temps consistait a interposer le segment d’allogreffe, moyen ou
court, par une double suture circonférentielle a points séparés de monofil non résorbable : Proléne 6/0
(ETHICON France, Issy les Moulineaux, France), autorisant ainsi un repérage des zones d’anastomose
en bronchoscopie et sur piéce anatomique (Figure 18). Avant fermeture cutanée, les muscles sous
hyoidiens étaient suturés étroitement au contact du flt laryngo-trachéal, afin de favoriser la néo

angiogenése du greffon par contiguité.

Figure 18. Transplantation trachéale cervicale d’un segment court (5 anneaux), 2 anneaux sous le larynx (situé¢ a gauche).

Suivi des animaux

Aprés une surveillance de 3 heures, les lapins retournaient dans leur cage, ou nourriture et boisson
¢taient a leur disposition.

En post opératoire, 2 injections de Buprenorphine (0,05 mg/kg) étaient administrées a titre antalgique

a J1, et un traitement additionnel par patch de Durogésic 25 pg/cm? (Y de la dose : division du patch
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en 4) apres RT ou transplantation. L antibioprophylaxie par Enrofloxacine, 25 mg/jour, programmée 5
jours, n’a été administrée qu’aprés la premicre phase. Les animaux ne recevaient pas de traitement
immunosuppresseur.

Le suivi des groupes d’animaux a été clinique ; et endoscopique lors de la derniére phase de 1’étude
(TT en 1 temps). Les examens ont été conduits a 1’optique rigide, sous anesthésie générale et
ventilation spontanée. Ils ont tous été enregistrés en vidéo. Les examens programmés ont recherché
des signes de régénération épithéliale et de néo angiogenése, caractérisés par un aspect rosé de la
lumiére trachéale et 1’observation de néo vaisseaux. Des gestes interventionnels de désobstruction ou
de dilatation a la pince porte optique, au tampon de coton imprégné d’un corticoide a action locale
(Budénoside 1 mg, 2 ml dilué dans 10 ml de sérum physiologique) et au ballonnet, ont été effectués a
la demande, en fonction du contexte clinique.

Apres enveloppement fascial, les animaux ont été euthanasiés de maniére programmée. Aprés RT ou

transplantation, ils ont été suivis jusqu’a leur décés ou ont été euthanasiés.

Evaluation macroscopique des greffons

Apres enveloppement fascial
Apres prélevement du greffon et de son pédicule, le tuteur était enlevé. L apparence et la consistance
de chaque greffon ont été évaluées par compression manuelle, mais sans étude biomécanique [145].

Puis il était fendu en long pour apprécier I’aspect de la surface luminale.

Aprés remplacement trachéal et transplantation

Apres appréciation de sa consistance, 1’évaluation du greffon et de la trachée était faite sur la picce

fendue longitudinalement depuis le larynx jusqu’a la caréne.
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Etude histologique

Allogreffes aortiques et greffons composites
Un fragment de chaque greffon a été congelé. Aprés 24 a 48 heures de fixation par le formol tamponné
a 4%, des sections transversales et longitudinales du greffon ont été incluses dans la paraffine. Les
blocs ont été coupés a 3-um d’épaisseur et colorés a I’hématoxyline-eosine-safran (HES), pour
examen microscopique. Les résultats ont été comparés a des greffons aortiques normaux frais et
cryopréservés, pris en charge techniquement de la méme maniére. Une attention particuliére a été
portée au degré d’infiltration inflammatoire lymphocytaire, a la recherche de signes de néo
angiogenése et a la nécrose de la paroi I’AA caractérisée par la persistance des fibres élastiques, et une
évanescence cellulaire exprimée en pourcentage de surface nécrosée [131]. Pour le cartilage,
I’ischémie, puis la nécrose, étaient caractérisées par 1’évanescence des chondrocytes, une perte de
I’affinité tinctoriale des protéoglycanes de la matrice extracellulaire et enfin 1’apparition de dépdts
calciques évalués comme suit : +, calcification centrale inférieure a 10% de la surface cartilagineuse ;

++, 10-50% ; +++, supérieure a 50%.

Allogreffes trachéales
Comme ci-dessus, on a apprécié la néo angiogenése, I’infiltration inflammatoire lymphocytaire et la
viabilité ou la nécrose des anneaux cartilagineux. La fibrose jeune ou organisée et 1’épaisseur de la
lamina propria ont également été évaluées ; ainsi que la régénération épithéliale sur un mode

métaplasique ou différencié¢, aprés implantation orthotopique des greffons.

Hybridation in situ (allogreffes aortiques)

Apres enveloppement fascial de I’AA, la transplantation entre donneur et receveur de sexes différents
[107, 110, 111] a permis la mise en évidence et la répartition des contingents cellulaires méles ou
femelles au sein des AAs, par technique FISH. Les coupes histologiques fixées étaient traitées avec
une solution de pepsine diluée, puis déshydratées (Histology FISH accessory kit, Dako France SAS,

Trappes, France). Aprés dénaturation, la détection des chromosomes X et Y était effectuée par
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hybridation avec la sonde a 37°, pendant 12 heures, selon préconisations (Whole Chromosome Paints,
Rabbit X Cy3 labeled and Rabbit Y FITC labeled, STARFISH, Adgenix, Voisins le Bretonneux,
France). Apres lavage, I’ADN était contre coloré au bleu DAPI. Le noyau des cellules femelles
présentait une double fluorescence rouge, et celui des cellules males, une fluorescence rouge et une
fluorescence verte. Malheureusement, cette technique FISH n’a pas été poursuivie par la suite, les

sondes n’étant plus disponibles.

Détection des cellules en apoptose (allogreffes trachéales)

La recherche d’événements apoptotiques compatibles avec des phénomeénes d’ischémie cartilagineuse
[47] et/ou de rejet chronique a minima [144] a été effectuée avec le kit APOSTAIN (Eurobio Abcys,
Courtaboeuf, France) sur les segments d’allogreffes trachéales, aprés enveloppement fascial isolé puis
TT en 1 temps. Le nombre de cellules apoptotiques du cartilage et de I’ensemble lamina propria/tissu
péri cartilagineux a été apprécié de maniére semi quantitative avec l’anticorps murin monoclonal
(clone F7-26, Abcam, Cambridge, MA). Cet anticorps est spécifique de ’ADN fragmenté simple brin,
qui est un marqueur spécifique du processus d’apoptose. Les coupes ont été perméabilisées avec du
tampon saponine PBS 0.02%(Sigma) et incubées avec de la formamide a 56°C, puis bloquées avec du
lait @ 3%. Les peroxydases endogénes ont été neutralisées avec du peroxyde d’hydrogeéne a 3%. Puis
les lames ont été incubées une nuit compléte a +4°C avec ’anticorps primaire (dilué au 1/500). Les
coupes ont ensuite été incubées 1 heure a température ambiante avec 1’anticorps de cheval anti souris
biotinylé, dilué au 1/200 (Vector). Les lames ont été révélées avec le kit avidine-steptavidine-
peroxidase (ABC kit) et de la diaminobenzidine (Sigma). Les lames ont été finalement contre-colorées

a I’hématoxyline.

RESULTATS

Nous exposerons successivement les résultats des études des greffons basés sur I’AA ; puis ceux de

I’allogreffe trachéale désépithélialisée et cryopréservée.
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RESULTATS. GREFFONS BASES SUR L’ALLOGREFFE AORTIQUE

Enveloppement fascial d’allogreffes aortiques fraiche ou cryopréservée

Aprés enveloppement fascial des AAs, il n’y a pas eu de mortalité chez les lapins opérés. Cependant,
au début de notre expérience, les complications pariétales ont été nombreuses. Au cours des 6
manipulations de mise au point, 1’animal qui percevait le tuteur sous cutané comme un corps étranger,
grattait et rongeait la plaie, entrainant défaut de cicatrisation, abcés ou nécrose. De plus, le
développement habituel d’une lymphocéle dans le foyer opératoire était a 1’origine d’un cas de lachage
mécanique de I’incision. Trois lapins avaient méme réussi a expulser leur tuteur, quelque temps avant
euthanasie (a J45). La voie d’abord a ét¢ modifiée en conséquence : thoracique basse et donc moins
accessible ; et une antibioprophylaxie était mise en ceuvre. Pour autant, nous avons encore observé 8
complications pariétales (Tableau 3) conduisant & une meilleure contention du pansement par bandage
circonférentiel autocollant : Foliodrape, PAUL HARTMANN, Sélestat, France. Ces mesures
réduisaient par la suite le taux de complications.

Au cours de cette phase, les animaux ont été euthanasiés de maniére réguliére de J5 a J61 (Tableau 3)

Evaluation macroscopique des greffons
Les greffons se présentaient sous forme d’une structure tubulée, a surface interne d’aspect blanc nacré.
Cependant, malgré 1’adjonction de la tunique additionnelle (fascia), la rigidité des greffons ne semblait

pas suffisante pour envisager un RT sans endoprothése additionnelle.

Etude histologique
L’étude microscopique des AAs fraiches et cryopréservées de contréle montrait un aspect
comparable : une média composée majoritairement de fibres élastiques et de quelques cellules
musculaires lisses.
Aprés enveloppement fascial des AAs fraiches ou cryopréservées, I’examen microscopique montrait
une structure correspondant a une paroi aortique sans endothélium, entourée du fascia (Figure 19).

Chez 14 lapins, la structure histologique de la paroi aortique était préservée, ou présentait des zones
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limitées de nécrose, inégalement réparties a proximité du versant luminal de I’AA et évaluées de 10%
a 30% de la surface du greffon en coupes transversales. Ceux-ci présentaient, par endroit, de fines
calcifications du versant luminal de la paroi, visibles dés J6, compatibles avec 1’évolution cicatricielle
de zones de nécrose. Des signes évidents de néo angiogenése, sous forme de capillaires néoformés,
développés au niveau du versant adventitiel de I’AA (Figure 20), étaient présents des J5 et
augmentaient en nombre jusqu’a J24. A J5, on observait une réaction inflammatoire modérée a
polynucléaires et macrophages, s’intensifiant de J10 a J24. En contrepartie, la survenue d’une
complication pariétale séveére (lapins 9, 15, 17 et 19) affectait la vitalit¢é du greffon, qui était
séveérement nécrosé (90% a 100%). Chez le lapin 14, la nécrose qui affectait 50% du greffon, n’avait
pas d’explication, en 1’absence de complication locale. Les AA fraiches et cryopréservées procuraient
des résultats comparables.

Les résultats histologiques sont résumés dans le Tableau 3.
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Figure 19. A gauche. Examen histologique de 1’organe tubulé chimérique, composé de ’aorte allogénique (petite fléche) et
de son fascia d’enveloppement (étoile) [HES, X25].

Figure 20. A droite. Interface entre 1’aorte allogénique cryopréservée (J12), riche en fibres élastiques (en haut, a gauche), et le
fascia d’enveloppement (en bas, a droite). A I’interface, présence d’un capillaire néoformé vu en coupe, contenant 2 globules
rouges et 2 lymphocytes (fleche). [HES, X200].
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Hybridation in situ
La technique FISH a été utilisée chez les lapins 5, 10 et 18 (enveloppement facial de I’AA en
hétérotopie), implantés avec un mismatch de sexe (Tableau 1) et euthanasiés respectivement a J10, J12
et J24. Sur toutes les coupes, on observait une migration centripéte de cellules du receveur dans le

greffon, allant diminuant de la périphérie a la région centrale. La surface profonde ne contenait que

des cellules musculaires lisses de morphologie normale, appartenant au donneur (Figure 21).

Figure 21. Technique FISH (fort grossissement) a J12 apres enveloppement fascial d’une AA. L’aorte du donneur (femelle)
est reconnaissable par ses fibres élastiques auto fluorescentes. Migration centripéte dans 1’aorte de cellules males du receveur
(fluorescence rouge et verte) provenant du fascia (situé en bas et a gauche). Prés du versant luminal de 1’aorte (*lumicre
aortique), présence de cellules musculaires lisses femelles normales (double fluorescence rouge) : fleches blanches.
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TABLEAU 3. ENVELOPPEMENT FASCIAL DES ALLOGREFFES AORTIQUES

DONNEES CLINIQUES ET HISTOLOGIQUES DE 19 LAPINS RECEVEURS

Lapin  Sexedu Sexedu AAFr Greffon Complications  Sacrifice Néo Inflammation Nécrose

N° donneur  receveur ou (Longueur) (Jour) angiogenése AA (%)
(Poids, Cryo

g)

1 F M Cryo 65 mm - 5 + + -
(3950)

2 F F Fr 30 mm - 6 + + 10%
(4885)

3 M F Cryo 51 mm - 7 + + -
(4635)

4 F M Cryo 72 mm Désunion 9 + + -
(4580) paroi

5 M F Cryo 49 mm - 10 + +++ -
(5100)

6 F M Fr 35 mm Abces 10 + + 10%
(4215)

7 F M Fr 76 mm Désunion 12 + - -
(4035) paroi

8 M M Cryo 49 mm - 12 + + 10%
(4105)

9 F M Cryo 66 mm Nécrose 12 - + 90%
(5060) cutanée

10 F M Fr 21 mm Désunion 12 + - -
(4335) paroi

11 F F Fr 26 mm - 13 + ++ 10%
(4785)

12 M M Cryo 35 mm - 14 + +++ 30%
(4240)

13 F M Cryo 70 mm - 14 + ++ -
(4545)

14 F M Fr 29 mm - 14 + A+ 50%
(4765)

15 F M Fr 20 mm Abcés 14 - +H++ 90%
(4125)

16 M M Cryo 46 mm - 16 + +++ -
(4630)

17 M M Fr 56 mm Nécrose 20 - +++ 100%
(4075) cutanée

18 F M Fr 22 mm - 24 + ++ -
(3840)

19 M M Cryo 42 mm Abces 61 - ++ 100%
(4875)

F : femelle ; M : male ; AA : allogreffe aortique ; Fr : fraiche ; Cryo : cryopréservée
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Article original et commentaire publiés

(15) Construction of a tube-shaped tracheal substitute using fascial flap-wrapped revascularized

allogenic aorta. Wurtz A, Hysi I, Zawadzki C, Soenen V, Hubert T, Banfi C, Jashari R, Copin MC.
Eur J Cardiothorac Surg. 2012 Mar;41(3):663-8. doi: 10.1093/ejcts/ezr012. [146]

(16 et 16 bis) Airway transplantation using aortic allografts: a 'hot topic'. Martinod E. Eur J
Cardiothorac Surg. 2012 Jun;41(6):1409-10; author reply 1410. doi: 10.1093/ejcts/ezr256 [147, 148].
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Enveloppement fascial du greffon composite
Lors de cette phase, il n’y a pas eu de mortalité et le sacrifice des animaux a été programmé de J3 a

J38. Les complications (exclusivement pariétales) ont été colligées dans le Tableau 4.

Evaluation macroscopique des greffons
Les greffons se présentaient sous forme d’une structure tubulée, a surface interne d’aspect blanchatre.
Au sein d’une paroi nettement plus épaisse que celle d’une trachée native, les anneaux trachéaux
¢taient parfaitement reconnaissables, comparables a ceux obtenus par ingénierie tissulaire (Figure 22)

[145]. La rigidité des greffons les rendait compatibles avec un RT.

Figure 22. A gauche : greffon composite enveloppé de son fascia et prélevé a J13 chez le lapin 25. A droite : aspect
comparable du greffon construit par ingénierie tissulaire, puis implanté chez un lapin NZ ; sur la photo, il est comparé a une
trachée normale (C : cartilage ; M : fascia). Extrait de : Weidenbecher et al. Laryngoscope 2008;118:593-8 [145].

Etude histologique
Les greffons composites examinés au décours de I’enveloppement fascial (Figure 23) ont révélé un
aspect viable des cartilages. Au niveau du composant aortique, on mettait en évidence, dés J3, des
signes de néo angiogenése dans 7 cas sur 9. Cela n’empéchait pas ’AA de se nécroser précocement
(30% a 50% de sa surface entre J3 et J5); et de maniére sévere par la suite, de 90% a 100% entre J6 et
J38, a I’exception du lapin 27, sacrifi¢ a J24 (30%). Comme précédemment, de fines calcifications

localisées au versant luminal de I’AA étaient parfois observées. La réaction inflammatoire était
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modérée, d’aspect variable et sans argument pour une réaction de rejet, sauf chez le lapin 28, sacrifié a
J38. On notait enfin ’organisation d’une fibrose jeune entre le greffon aortique, le fascia et a la
périphérie des cartilages, assurant la cohésion de I’ensemble.

Les résultats histologiques sont résumés dans le Tableau 4.

Fig. 23. Greffon composite revascularisé en position hétérotopique (J3). De gauche a droite : le fascia d’enveloppement*, un
anneau cartilagineux d’aspect normal, et I’aorte encore viable : présence de cellules musculaires lisses (fleche) [HES, X25].
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TABLEAU 4. ENVELOPPEMENT FASCIAL DU GREFFON COMPOSITE. DONNEES

CLINIQUES ET HISTOLOGIQUES DE 9 LAPINS FEMELLES RECEVEURS

Lapin N° Longueur Anneaux Complications Sacrifice  Viabilit¢  Nécrose allogreffe =~ Néo angiogenése Inflammation
(poids, g) greffon cartilagineux (Jour) cartilage aortique (%)
aortique (Nombre)

20 27 mm 6 _ 3 +++ 30% + +P,E
(4440)

21 29 mm 6 _ 4 +++ 50% + +L,E
(4430)

22 29 mm 6 _ 5 +++ 30% + +E
(3685)

23 29 mm 6 _ 6 +++ 90% C _ +E,N
(4730)

24 26 mm 5 Nécrose cutanée 10 +++ 90% C + ++E,L
(3290) limitée

25 36 mm 7 Désunion paroi 13 +++ 90% + ++E, L
(4315)

26 26 mm 6 Désunion paroi 20 -+ 90% C + +N
(3630)

27 29 mm 6 Désunion paroi 24 +++ 30% + +E,L
(3460)

28 26,5 mm 6 _ 38 +++ 100% C _ _
(4515)

+++ : Viabilité satisfaisante du cartilage ; C : calcifications ; P : neutrophiles ; E : éosinophiles ; L : lymphocytes.
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Remplacement trachéal par greffon composite

Aprés le premier temps d’enveloppement fascial, 3 complications pariétales ont été observées
(Tableau 5). Au début de notre expérience du RT proprement dit, le lapin 29 chez lequel la résection
trachéale était trop distale (10 anneaux en dessous du cricoide), est décédé d’un arrét cardiaque
hypoxémique en fin d’intervention, la traction nécessaire a la réalisation de 1’anastomose inférieure
ayant entrainé un collapsus de la lumiére trachéale. Le lapin 30 est décédé a J8, d’une fistule
anastomotique haute (centrée sur le fil d’ancrage de I’endoprothése), compliquée de sepsis cervical.
Les autres animaux sont décédés de J9 a J47, de détresse respiratoire aigué€, sans signe prémonitoire,
conséquence d’une obstruction de la voie aérienne centrale et/ou de I’endoprothése. A noter 1’absence
de migration de cette derniére, comme préalablement observé [110]. La cause des déces est colligée

dans le Tableau 5.

Evaluation macroscopique
Aprés RT précédé de I’enveloppement fascial, les greffons avaient un aspect comparable a celui
observé en phase 2, et une rigidité satisfaisante 7 fois sur 10 (Figure 24). La muqueuse trachéale
adjacente était généralement congestive. Cependant, chez les lapins 34, 35 et 37, les greffons étaient

malaciques, sans anneau cartilagineux identifiable (Tableau 5). Chez le lapin 38 qui a survécu 47

jours, on observait des granulomes localisés aux extrémités de 1’endoprothése, obstructifs coté cranial.

Figure 24. Prélévement a J25 d’un greffon composite, aprés remplacement trachéal (lapin 36). D’aspect blanchatre et centré
sur son pédicule, il présente, a la section longitudinale, cinq anneaux cartilagineux de morphologie normale. La trachée
distale est normale ; la trachée proximale et le larynx sont congestifs (lapin 36).
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Etude histologique
Une nécrose aortique séveére (de 50% a 100% de la surface du greffon, avec des calcifications),
associée a une inflammation aigué a polynucléaires et/ou une abcédation (Figure 25A) a été observée.
De plus, dés 8 a 9 jours apres la greffe, on observait une ischémie des cartilages, caractérisée par une
raréfaction des chondrocytes, initialement en périphérie des anneaux, et une perte d’affinité tinctoriale
des protéoglycanes de la matrice extracellulaire (Figure 25A). Cette nécrose centripéte se poursuivait,
aboutissant le plus souvent (de 22 a 47 jours aprés la greffe) a la calcification du centre des anneaux
enticrement nécrosés (Figure 25B). Les lésions de nécrose du greffon les plus sévéres ont été
observées chez les lapins 34 et 35, qui avaient présenté une complication pariétale apres
enveloppement. Il est & noter qu’aucun élément bactérien ou filament mycélien n’a jamais été mis en
évidence. Enfin, I’étude du pédicule du greffon a montré une perméabilité vasculaire dans tous les cas.

Les données macroscopiques et histologiques sont résumées dans le Tableau 6.

Figure 25. (A) Remplacement trachéal par greffon composite. Aspect microscopique du greffon correspondant a la Figure 22
(lapin 36) : nécrose a 90% de la surface de 1’allogreffe aortique (fleche) dans un contexte d’abcédation (téte de fléche) ;
nécrose du cartilage (étoile) avec perte de I’affinité tinctoriale des protéoglycanes de la matrice extracellulaire et raréfaction
des chondrocytes [HES, X25].

(B) Cartilage entierement nécrosé a J47 (lapin 38) : disparition des chondrocytes en périphérie et calcification centrale.
Lésions de fibrose jeune en périphérie du cartilage [HES, X200].
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TABLEAU 5. REMPLACEMENT TRACHEAL PAR GREFFON COMPOSITE.

DONNEES CLINIQUES DE 10 LAPINS FEMELLES RECEVEURS

LAPINS GREFFON. ENVELOPPEMENT REMPLACEMENT TRACHEAL

N° Segment Nombre Complications Délai apres Anneaux Survie aprés Déces

(poids) aorte (mm) anneaux enveloppement réséqués  remplacement Etiologie
cartilagineux (jours)

29 25 mm 5 _ 19 9 Déces péri Arrét cardiaque
(2725 g) opératoire hypoxémique

30 25 mm 5 _ 18 8 8 Fistule anastomotique
(3380 g)

31 25 mm 4 _ 17 8 9 Bouchon fibrineux
(3235 g) proximal

32 25 mm 4 _ 17 8 9 Encombrement muco
(3465 g) purulent diffus

33 25 mm 5 _ 18 10 22 Obstruction prothése
(3030 g) par sécrétions épaisses

34 25 mm 5 Désunion paroi 17 8 23 Obstruction prothése
(3380 g) par sécrétions épaisses

35 25 mm 5 Désunion paroi 17 8 24 Obstruction prothése
(3345 g) (puis abces) par sécrétions épaisses

36 25 mm 5 _ 18 8 25 Moule trachéo
(3580 g) bronchique fibrineux

37 25 mm 5 Désunion paroi 19 10 25 Obstruction prothése
(3235 g) par sécrétions épaisses

38 25 mm 5 _ J8 9 47 Granulome obstructif
(3030 g) proximal
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TABLEAU 6. REMPLACEMENT TRACHEAL PAR GREFFON COMPOSITE.

DONNEES ANATOMIQUES CHEZ 10 LAPINS FEMELLES RECEVEURS

LAPINS GREFFON
N° MACROSCOPIE MICROSCOPIE
Jour Longueur Qualités Aorte Cartilage
déces (J) mécaniques allogénique Nécrose/ Calcification
Nécrose (%)
29 (Jo) 22 mm Rigide 90% Minime +
30 (J8) 21 mm Rigide 80% Absente +
31 (J9) 25 mm Rigide 100% Partielle +
périphérique
32 (J9) 22 mm Rigide 100% Partielle +
périphérique
33 (J22) 18 mm Rigide 90% Totale ++
34 (J23) 18 mm Malacique 100% Totale +++
35 (J24) 15 mm Malacique 90% Totale +
36 (J25) 18 mm Rigide 100% Subtotale +
37 (J25) 19 mm Malacique 50% Totale ++
38 (J47) 20 mm Rigide 50% Totale +++

Article original publié

Les travaux expérimentaux portant sur le greffon composite formé d’une AA entourée d’anneaux

cartilagineux allogéniques ont fait 1’objet d’un article original :

(17) Tracheal reconstruction with a composite graft: fascial flap-wrapped allogenic aorta with external

cartilage-ring support. Wurtz A, Hysi I, Kipnis E, Zawadzki C, Hubert T, Jashari R, Copin MC, Jude
B. Interact Cardiovasc Thorac Surg. 2013 Jan;16(1):37-43. doi: 10.1093/icvts/ivs422. [149]
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RESULTATS. ALLOGREFFE TRACHEALE DENUDEE D’EPITHELIUM ET CRYOPRESERVEE

Enveloppement fascial isolé
Aprés enveloppement fascial de segments longs d’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium et
cryopréservée, il n’y a eu ni complication ni mortalité chez les lapins opérés (dont 3 pour la mise au
point du modé¢le). En particulier aucune complication pariétale n’a été observée, grace aux pansements
renforcés par une bande élastique (Optiplast, BSN médical SAS, Vibraye, France).
Lors de I’étude proprement dite, les 13 lapins ont été euthanasiés de J7 a J91 (Tableau 7).

Evaluation macroscopique des segments trachéaux
A T’ouverture, tous les greffons contenaient un liquide clair, non muqueux. Les greffons enveloppés
sans tuteur interne gardaient leur morphologie tubulée normale jusqu'a J19. Puis de J28 a J61 on
observait une rétraction longitudinale entrainant un chevauchement des anneaux cartilagineux ; et
circonférentielle réduisant significativement la lumiére des greffons. Toutefois il n’existait pas de
prolifération tissulaire endoluminale, la surface interne restant pale et lisse. A 1’opposé, grace au

tuteur, la morphologie des autres greffons restait satisfaisante jusqu’a J91, avec des anneaux

cartilagineux de morphologie normale et réguli¢rement espacés (Figure 26).

Figure 26. A gauche : segment long d’allogreffe trachéale enveloppé de fascia, sans tuteur interne et prélevé a J61 : rétraction
et chevauchement des anneaux cartilagineux (lapin 49). A droite : grice au tuteur interne, la morphologie du greffon est
normale a J91 (lapin 51).
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Etude histologique
L’ensemble des segments d’allogreffe trachéale enveloppés avec ou sans tuteur interne avaient un
aspect similaire (Figure 27) : les greffons entourés du fascia présentaient des signes de néo
angiogenése sous forme de capillaires néoformés apparaissant d’abord au niveau de la lamina propria
dés le septieme jour. Il existait une infiltration inflammatoire minime principalement composée
d’éosinophiles, de neutrophiles et de macrophages. L’infiltration lymphocytaire était minime, sauf a
proximité d’une inclusion épithéliale située dans la lamina propria chez les lapins 40 et 42 (Figure
28); ou d’un ilot épithélial résiduel chez le lapin 45. Ainsi, 10 lapins (77%) présentaient une
dénudation compléte de leur épithélium. Les anneaux cartilagineux étaient le si¢ge de dépots calciques
centraux, s’étendant progressivement vers la périphérie, ou, en paralléle, apparaissaient des signes de
nécrose, essentiellement au dela d’un mois. Quant a la lamina propria, elle était le siége d’une fibrose
organisée progressive entrainant un épaississement modéré, mais n’oblitérant pas la lumiére, y

compris au niveau des greffons enveloppés sans tuteur interne (Figure 29).

Figure 27. Coupe longitudinale d’un segment d’allogreffe trachéale, enveloppé de fascia et prélevé a J14 (lapin 40). Absence
d’inflammation significative. Lamina propria avec présence de capillaires néoformés : téte de fleche ; les anneaux
cartilagineux (fleches), encore viables, sont le si¢ge d’une calcification classée +. Fascia d’enveloppement : étoile (HES,
X25).
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Figure 28. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale, enveloppé de fascia et prélevé a J19 (lapin 4). Persistance

d’une inclusion épithéliale au sein de la lamina propria (fléche), a la périphérie de laquelle on observe une infiltration
lymphocytaire massive (étoile). Anneau cartilagineux normal (téte de fleche). (HES X25 ; insert X200)

Figure 29. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale, enveloppé de fascia sans tuteur interne et prélevé a J61
(lapin 49) : fibrose organisée de la lamina propria, avec des trousseaux de fibres de collagéne, colorées en jaune par le safran

(étoile). La néo angiogenése est évidente (fleche). Le cartilage entiérement nécrotique a conservé sa morphologie (téte de
fleche) et présente une calcification centrale. (HES, X00).
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Détection des cellules en apoptose
De rares cellules cartilagineuses en apoptose n’ont été observées que chez le lapin 39, sacrifié¢ a J7. Au
niveau de la lamina propria et du tissu péri cartilagineux, les événements apoptotiques étaient
beaucoup plus intenses, caractérisés par un marquage en brun (Figure 30), avec une distribution, dans

le temps, en courbe de Gauss avec un pic a J20 (Tableau 7).

Figure 30. Détections des cellules en apoptose par immunomarquage (APOSTAIN), essentiellement présentes dans la lamina
propria et le tissu péricartilagineux : marquage en brun (lapin 46, sacrifié¢ a J42).
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TABLEAU 7. ENVELOPPEMENT FASCIAL DE L’ALLOGREFFE DENUDEE D’EPITHELIUM ET
CRYOPRESERVEE
DONNEES CLINIQUES ET HISTOLOGIQUES DE 13 LAPINS MALES RECEVEURS

LAPIN N° TUTEUR SACRIFICE RESIDU CARTILAGE INFLAMMATION NEO APOPTOSE

(poids, g) INTERNE (jour) EPITHELIAL  Nécrose/Calcification  non spécifique/lymphocytaire  angiogenése Lamina
propria/TPC

39 (4450) + 7 - - - - - + +

40 (4040) - 14 + - + + /% + Tt

41 (3825) + 15 - 50% + - . n +

42 (4115) - 19 + y + + /% + n

43 (3720) + 20 - 10% + + - + N

44.(3400) - 28 - 50% T+ + ] ; T+

45 (3620) + 29 + - + + +/-* + +

46 (3935) + 42 - 50% ++ + - + ++

47 (3630) + 51 - 80% ++ - - + +

48 (4075) + 54 - 90% ++ + - n +

49 (4045) - 61 - 90% ++ + - + +

50 (3530) + 88 R 100% Tt T ) N "

51(3520) + 91 - 100% ++ + - + +

*: infiltration lymphocytaire uniquement au contact d’un résidu épithélial ; TPC : tissu péri cartilagineux

Article original publié :

(18) Immune tolerance of epithelium-denuded-cryopreserved tracheal allograft. Hysi I, Wurtz A,

Zawadzki C, Kipnis E, Jashari R, Hubert T, Ung A, Copin MC, Jude B. Eur J Cardiothorac Surg. 2014
Mar 23. doi:10.1093/ejcts/ezul33 [150]
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Transplantation trachéale en 2 temps
Aprés transplantation en 2 temps de segments longs d’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium et
cryopréservée, il n’y a pas eu de mortalité ni de complication chirurgicale postopératoire chez les 3

lapins opérés (52, 53 et 54), mais ils sont décédés précocement a J3, J8 et J9 de détresse respiratoire.

Evaluation macroscopique des greffons
Chez les 3 animaux (52, 53 et 54), I’aspect macroscopique était comparable : greffon bien
revascularisé, mais si¢ge d’une sténose étendue semblant secondaire a 1’épaississement circonférentiel
du fascia (lapin 52 : Figure 31) ; ou a un épaississement de la paroi interne du greffon (lapins 53 et

54).

Figure 31. Prélévement a J3 aprés transplantation trachéale en 2 temps (lapin 52). Epaississement circonférentiel du fascia
d’enveloppement enserrant le greffon, cependant bien revascularisé. Aspect congestif de la muqueuse trachéale.

Etude histologique
Le greffon du lapin 52, décédé a J3, était le siége d’une inflammation aigué avec congestion vasculaire
de la lamina propria, sans fibrose ni épaississement de cette derniére (Figure 32). Chez les 2 autres, il
existait aussi des signes de néo angiogenése, ainsi qu’une infiltration inflammatoire, de modérée (lapin

53) a importante (lapin 54), principalement composée d’éosinophiles, de neutrophiles et de
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macrophages ; et sans lymphocyte. Fait essentiel, il existait une oblitération presque compléte de la
lumiére par une fibrose épaississant de manicre circonférentielle la lamina propria (Figure 33).

Les cartilages étaient viables avec des calcifications classées + chez le lapin 53 ; et +++ chez le lapin
54. Enfin, un épithélium de type régénératif était déja observé a proximité de I’anastomose avec la

trachée native chez le lapin 53 (greffon prélevé a JSg).

Figure 32. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale, transplanté aprés 13 jours d’enveloppement fascial.
Prélevement a J3 apres transplantation orthotopique (lapin 52). Le cartilage est viable (étoile). La lamina propria, d’épaisseur
normale, est le si¢ge d’une intense congestion vasculaire (double fleche). (HES, X25).

Figure 33. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale, transplanté aprés 14 jours d’enveloppement fascial.
Prélevement a J9 (lapin 54). La lamina propria est considérablement épaissie par une fibrose, en voie d’organisation en
profondeur (double fleche) ; et une fibrose jeune, cellulaire et richement vascularisée, obstruant la lumiére du greffon
(fleche). Cartilage : étoile. Fascia d’enveloppement : croix. (HES, X100).
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Transplantation trachéale en 1 temps

Suites opératoires. Suivi
Aprés transplantation en 1 temps (Tableau 8), un lapin (57) a présenté une paralysie recurrentielle
gauche constatée en bronchoscopie a J7 ; et qui avait régressé a J14.
Parmi les 4 animaux ayant eu un remplacement moyen (6-8 anneaux), le lapin 55 est décédé dans les
24 heures suivant I’intervention, I’autopsie n’ayant révélé aucune anomalie. Les autres (56, 59 et 63)
sont décédés de détresse respiratoire. Parmi les 7 lapins ayant fait ’objet d’un remplacement court (4-
5 anneaux), 3 sont décédés (57, 58 et 62) et 4 ont été euthanasiés, de J33 a J220 (60, 61, 64 et 65). La

cause des décés a été colligée dans le Tableau 8.

Suivi endoscopique

A T’exception du lapin 55 précocement décédé, le nombre d’examens a €té en moyenne de 5,3 par
animal (extrémes : 2-18). Trente—quatre bronchoscopies étaient systématiques ; et 19 étaient
interventionnelles (Tableau 8) : 12 aspirations de sécrétions et/ou ablations de dépdts de fibrine ; 4
dilatations de sténose a la pince porte-optique et/ou au tampon imprégné de Budésonide ; et 1 au
ballonnet ; enfin 2 traitements de granulomes par application de Budésonide.

A J6/7, la lumiére de ’ensemble des greffons était blanchatre. Les signes de régénération épithéliale et
de néo angiogenése apparaissaient aprés TT de greffons moyens a partir de J13/14, en postérieur
(lapins 56 et 63) ou en proximal (lapin 57), associés dans les 3 cas a une sténose de 20% a 40%,
d’évolution rapidement défavorable ; et en dépit d’une dilatation au ballonnet chez le lapin 56.

Apres TT de greffons courts, les lapins 57 et 58 n’ont pas montré de signes de régénération épithéliale
ni de néo angiogeneése, jusqu’a leur décés. Le second présentait un aspect de dislocation d’anneaux
cartilagineux faisant protrusion dans la lumiére. Chez les 5 autres (60, 61, 62, 64, 65), les signes de
régénération épithéliale et de néo angiogenése apparaissaient précocement en face postérieure, puis sur
toute la circonférence du greffon, a partir de J10/J11. Des sténoses se sont développées chez les 3
premiers, traitées 2 fois endoscopiquement avec efficacité (lapins 60 et 61). Enfin, les lapins 64 et 65

n’ont eu besoin d’aucune procédure interventionnelle, jusqu’a I’euthanasie a J101 et J220.

78



Evaluation macroscopique
Les lapins 59, 62 et 63 présentaient une sténose en sablier, comparable a une sténose post intubation
(Figure 34). Le lapin 56 présentait un abcés endoluminal obstructif, développé dans les 48h suivant la
dilatation de sténose au ballonnet. Le lapin 57, décédé d’un encombrement purulent de la voie
aérienne centrale a J19, présentait une perméabilité normale de celle-ci. Chez le lapin 58, décédé a
J20, il existait une protrusion d’anneaux -cartilagineux disloqués dans la lumicre. Les lapins
euthanasiés (60, 61, 64 et 65) présentaient une bonne intégration et une perméabilité de leur greffon,
avec un aspect et une rigidité comparables a la trachée native adjacente (Figure 35). A noter 1’absence
de disparité de calibre chez le lapin 65, euthanasi¢ a J220, malgré 1’augmentation significative du

poids de I’animal, de 3555 g a 5760 g.

Figure 34. Transplantation trachéale en 1 temps (lapin 62) : aspect de sténose critique du greffon (fleches) entrainant le déces
a J47. Greffon cependant parfaitement viable et réépithélialisé.

Figure 35. Transplantation trachéale en 1 temps (lapin 64, euthanasie a J101) : parfaite intégration du greffon a la trachée
adjacente (fleches). Greffon réépithélialisé.
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Etude histologique

L’examen des 6 segments témoins a confirmé le caractére effectif de la désépithélialisation des
allogreffes, a 1’exception de celle ayant servi aux lapins 61 et 65, ou persistaient quelques cellules
basales résiduelles (ce qui n’avait pas d’incidence sur les résultats — satisfaisants -).

A DI’exception du lapin 55, décédé dans les 24 h, tous les segments trachéaux présentaient des signes de
néo angiogenese. Chez les lapins 57 et 58, la suppuration du greffon était évidente, avec des micro
abcés au contact des cartilages. Chez les autres, I’inflammation était gradée de modérée a nulle. A
noter 1’absence d’infiltration lymphocytaire. La lamina propria était le si¢ge d’une fibrose jeune,
cellulaire ; puis organisée au dela du quarante-cinquiéme jour, d’épaisseur variable, jusqu’a obturer la
lumiére en cas de sténose (lapins 59, 62, 63). La régénération épithéliale était constante, métaplasique

(Figure 36) ou bien différenciée (Figure 37). Les données histologiques ont été résumées Tableau 8.

Figure 36. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale transplanté en 1 temps. Prélévement a J39 (lapin 61). La
lamina propria est modérément épaissie par une fibrose jeune, riche en capillaires néoformés (fleéches). Le cartilage est
calcifié a 90% (étoile). La régénération épithéliale est compléte, sur un mode métaplasique (téte de fleche). (HES, X200).
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Figure 37. Coupe transversale d’un segment d’allogreffe trachéale transplanté en 1 temps. Prélevement a J101 (lapin 64 : cf.
figure 29). La revascularisation du greffon est évidente (petites fleches). Il existe une fibrose de la lamina propria, mais elle
n’est pas épaissie. Le cartilage a ét¢ décalcifié (étoile). La régénération épithéliale est compléte, sur un mode différencié (téte
de fleche). (HES, X200).

Detection des cellules en apoptose
Chez le lapin 55, décédé fortuitement dans les 24 h suivant D’intervention, des événements
apoptotiques ont été observés au niveau du cartilage (Figure 38), ainsi qu’au niveau de la lamina
propria, d’intensité modérée, probable conséquence de 1’ischémie initiale du greffon.
Par la suite, ces événements n’étaient observés qu’au niveau de la lamina propria et du tissu péri

cartilagineux, d’intensité beaucoup moins marqués que lors de la phase précédente (Tableau 8).
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Figure 38. Détections des cellules en apoptose par immunomarquage (APOSTAIN) : marquage en brun des chondrocytes
prédominant a la périphérie du cartilage. (lapin 55, décédé dans les 24 h suivant I’intervention).

Article original en préparation
Un article original portant sur la transplantation par allogreffe trachéale désépithélialisée et
cryopréservée est en préparation :

(19) Tracheal transplantation without immunosuppressive therapy
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TABLEAU 8. TRANSPLANTATION TRACHEALE EN 1 TEMPS PAR ALLOGREFFE DENUDEE D’EPITHELIUM ET

CRYOPRESERVEE. DONNEES CLINIQUES ET HISTOLOGIQUES DE 11 LAPINS RECEVEURS

LAPIN GREFFON BRONCHO DECES/EUTH CARTILAGE INFLAMMATION NEO LAMINA EPITHELIUM APOPTOSE

N° anneaux (n) (n) (Jour) Nécrose/Calc non spécif/lympho angiogenése PROPRIA régénération lamina
(Poids, Syst /Interv (Cause du propria et

g) déces) tissu péri

cartilagineux

55 8 (moyen) - - JO 0% - - - - - - ++
(4575) (fortuit)

56 6 (moyen) 1 1 J16 30% + +++ (P,E) - +++ Fibrose + Minime
(4230) (abces) (jeune) (métaplasique)

57 5 (court) 1 1 J19 90% 90% +++ (P) - +++ Fibrose - +
(4345) (suppuration) (jeune)

58 5 (court) - 3 120 100% 90% +++ (P) - +++ Fibrose + +
(4045) (suppuration) (jeune) (métaplasique)

59 7 (moyen) - 2 126 100% +++ - - + Fibrose + +
(4215) (sténose) (jeune) (métaplasique)

60 4 (court) 1 4 100% +++  ++(P,ME) - + Fibrose + +
(3715) J33 (jeune) (différenciée)

61 4 (court) 2 2 100% 90% ++ (P,M,E) - + Fibrose + +
(3905) J39 (jeune) (différenciée)

62 4 (court) 5 - Ja7 90%  90% + (P,M,E) - +++ Fibrose + +
(3170) (sténose) (jeune) (métaplasique)

63 6 (moyen) 2 1 J48 80%  +++ + (P,M,E) - + Fibrose + Minime
(3575) (sténose) (organisée) (métaplasique)

64 4 (court) 8 1 60% ++ + (P,M,E) - + Fibrose + Minime
(4160) J101 (organisée) (différenciée)

65 4 (court) 14 4 100%  +++ - - + Fibrose + -
(3555) 1220 (organisée) (métaplasique)

BRONCHO : bronchoscopie ; Syst : systématique ; Interv : interventionnelle ; EUTH : euthanasie ; Calc : calcification ; non spécif : non

spécifique ; lympho : lymphocytaire P : neutrophiles ; M : macrophages ; E : éosinophile.
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II1. DISCUSSION
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Remplacement trachéal par allogreffe aortique en clinique

L’état des connaissances en matiére de remplacement circonférentiel étendu de la trachée chez
I’homme a montré que nos 6 patients opérés de remplacement circonférentiel étendu par AA
représentaient 19% de 1’ensemble des cas documentés colligés dans la littérature ; et 27% des cas de
cancer. Malgré la complexité de I’intervention, ils ont été opérés sans recours a ’ECMO, un facteur
supplémentaire de morbidité. Trois patients ont présenté des complications sévéres et/ou ont subi une
réintervention. Le probléme des fistules entre le greffon et 1’cesophage, observées chez 3 des 4
premiers patients, a trouvé sa solution par I’utilisation d’un lambeau novateur chez les 2 derniers,
assurant un enveloppement a 100% de 1’allogreffe. Les érosions vasculaires fatales, survenues a
distance chez 2 patients qui avaient fait 1’objet d’une reconstruction de caréne, devraient conduire a ne
plus retenir ce type d’indication.

Si les résultats carcinologiques a long terme sont encourageants, avec une moyenne de survie de 81
mois (au 01/01/2014) chez 3 patients, nous n’avons pas observé de « trachéalisation » des greffons, ce
qui imposait un retour au laboratoire. Ainsi la premiére phase de nos expérimentations a-t-elle porté
sur ’optimisation de la revascularisation précoce de I’AA. Cependant, les résultats insuffisants
colligés en cours d’étude nous ont conduits a multiplier les investigations ; puis finalement a changer

radicalement de modéle, en étudiant I’allogreffe trachéale désépithélialisée et cryopréservée.

Les greffons basés sur ’allogreffe aortique

Dans la continuité des travaux de Delaere et al. [28], la premiére phase de nos travaux, la
revascularisation fasciale de ’AA en hétérotopie, a contribué a la mise au point d’un modéle de néo
angiogenése d’un nouvel organe creux tubulé chimérique transférable au cou, toutefois sans les
qualités biomécaniques requises pour un RT sans endoprothése de soutien [146]. Cependant d’autres
utilisations étaient potentiellement envisageables, comme le remplacement segmentaire de
I’cesophage, que nous avons étudié dans notre laboratoire (ce travail a fait I’objet d’'un mémoire de
Mastére 2, puis d’un article original définitivement accepté [151]). On a démontré, par la suite, que les
anneaux cartilagineux allogéniques, utilisés lors de la construction du greffon composite basé¢ sur

I’AA, restaient viables aprés enveloppement fascial en hétérotopie, sans réaction de rejet identifiable
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[149]. Cependant, I’adjonction d’anneaux cartilagineux, a la circonférence de I’AA, avait un effet
négatif sur la viabilit¢ de cette dernieére. Cette constatation avait déja été faite lors d’une étude
expérimentale de la revascularisation de greffons trachéaux, qui a démontré que les anneaux
cartilagineux constituaient une barriére a la néo angiogenése [26].

Les résultats cliniques du RT avec le greffon composite ont été caractérisés par une mortalité
échelonnée entre 8 et 47 jours, le plus souvent par obstruction de 1’endoprothése et/ou de la voie
aérienne centrale, que nous n’avons pas pu traiter, faute d’endoscope disponible a I’époque. Quant aux
résultats anatomiques, ils ont été caractérisés par la discordance entre les qualités biomécaniques de la
majorité des greffons et la gravité des lésions de nécrose tissulaire affectant les deux composants,
aortique et cartilagineux, le seul phénomeéne positif étant le développement accéléré de calcifications
assurant la rigidité du greffon. De plus, grace a la présence du fascia, I’incidence de fistule tardive ou
de sepsis cervical a été nulle.

L’¢étude du devenir du greffon composite basé sur I’AA en 2 phases (d’abord en position
hétérotopique, puis en orthotopie) a permis d’appréhender des facteurs potentiels de nécrose tissulaire.
Tout d’abord, faute de signe de rejet en position hétérotopique, il est peu vraisemblable qu’un tel
processus puisse étre a I’origine des importantes 1ésions de nécrose observées en orthotopie. Il n’y
avait, par ailleurs, aucun stigmate de rejet aigu : ni réaction inflammatoire lymphocytaire, ni
phénomeéne de thrombose vasculaire au niveau des capillaires néoformés. Ces 1ésions n’étaient pas,
non plus, la conséquence d’une oblitération vasculaire par plicature du pédicule du greffon, dont les
vaisseaux étaient perméables chez tous les animaux. De fait, le contexte inflammatoire pourrait jouer
un réle déterminant. En hétérotopie, dans un environnement aseptique, 1’inflammation est modérée et
les 1ésions de nécrose ischémique n’affectent que I’aorte. En orthotopie, la plus grande sévérité des
lésions pourrait s’expliquer par le contact du greffon avec la flore oro-pharyngo-trachéale. Cet
environnement de type « propre contaminé » pourrait étre a 1’origine de l’inflammation aigué
observée, facteur aggravant de la nécrose du composant aortique, et provoquant ischémie et nécrose
des cartilages. Ces hypothéses et leurs conséquences sur le devenir anatomique des greffons ont été

résumées Figure 39.
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L’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium et cryopréservée

Les résultats, a tout le moins contrastés, obtenus avec le greffon composite basé sur I’AA nous ont
conduits a changer de modéle au profit de I’allogreffe trachéale désépithélialisée et cryopréservée,
avec une méthodologie expérimentale qui avait démontré sa pertinence : études successives en
hétérotopie puis en orthotopie.

En hétérotopie on a démontré : (1) I’'intérét de la désépithélialisation, solution particuliérement
¢légante au probléme de la rétention muqueuse génératrice de surinfection, qui survient
inéluctablement a partir de la troisiéme semaine [26, 27] ; et (2) la nécessité d’un tuteur interne afin de
maintenir la morphologie tubulée du greffon pendant la phase de néo angiogenése a point de départ
fascial. Microscopiquement celle-ci était effective dés J7. L’inflammation minime observée, sans
infiltration lymphocytaire significative, démontrait la bonne tolérance immunologique du greffon.
Pour autant, cette infiltration était présente, et de maniére massive, au contact des ilots d’épithélium
résiduel observés chez 3 animaux. Cette constatation était comparable a celle de Tanaka et al. qui
avaient observé une infiltration lymphocytaire significative de la lamina propria aprés transplantation
de greffons cryopréservés chez le lapin [47]. En conséquence, il semblerait que la cryopréservation ne
soit pas suffisante a assurer la tolérance immunologique de 1’allogreffe trachéale chez cet animal,
contrairement a d’autres especes [38-44, 48]. En fait il semblerait que la cryopréservation soit si
efficace qu’elle préserve aussi le potentiel immunogéne des tissus (expérience des allogreffes
valvulaires cardiaques).

En I’absence d’infiltration lymphocytaire, 1’apoptose cellulaire est un marqueur des phénoménes de
rejet [144]. L’apoptose des cardiomyocytes a notamment été étudiée dans le suivi de transplants
cardiaques [152]. Comme 1’ont suggéré Tanaka er al. [47], il semblerait que les rares événements
apoptotiques, que nous avons observés au niveau du cartilage chez un seul animal (sacrifié¢ a J7),
soient plutot la conséquence de I’ischémie initiale, puisqu’ils n’ont pas été vus par la suite [47]. Par
contre, les événements apoptotiques, observés au niveau de la lamina propria et du tissu
péricartilagineux, pourraient étre le reflet d’un rejet a minima, compte tenu de leur évolution

quantitative en courbe de Gauss, alors que la revascularisation du greffon était déja bien établie.
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De cette phase expérimentale, il faut également retenir : 1’absence d’oblitération de la lumiére du
greffon par une prolifération fibroblastique (méme en ’absence de tuteur), un phénomeéne observé
chez les petits rongeurs [33] ; et la conservation des qualités biomécaniques de rigidité du greffon, du
fait de la calcification des anneaux cartilagineux.

Le résultat des transplantations trachéales en 2, puis en 1 temps, nous a permis de faire les constations
suivantes : (1) I’absence d’épithélium, une barriére contre 1’infection [10], est un facteur de risque de
survenue d’une suppuration aigué du greffon, observée a 2 reprises ; (2) contrairement a nos
constatations en hétérotopie, il existe un risque réel de sténose de la lumicre du fait de la prolifération
fibroblastique issue de la lamina propria. Cette différence de comportement est probablement
favorisée par un environnement beaucoup plus inflammatoire en orthotopie [149]. Ainsi,
Weidenbecher ef al. chez le lapin NZ. avaient construit, en hétérotopie, un substitut trachéal formé par
enroulement du fascia latéro-thoracique sur lui-méme, entouré de cartilage obtenu par culture de
chondrocytes, a la morphologie et aux qualités biomécaniques tout a fait satisfaisantes (Figure 19)
[145]. Aprés implantation en orthotopie, un animal décédait dans les 24h de sténose aigué du greffon,
par cedéme du fascia ; les autres greffons s’oblitéraient, du fait d’une prolifération fibroblastique,
entrainant le décés rapide des animaux (mortalité a 3 semaines : 4/6) [153].

La régénération épithéliale joue donc un role essentiel dans la perméabilité du transplant, en prévenant
la prolifération fibroblastique [32, 154]. Dans notre mod¢le, elle provenait des 2 berges anastomosées
de la trachée native, en 1’absence d’ensemencement de cellules épithéliales (comme effectué
expérimentalement par Qu et al. [33]). De ce fait, elle est d’autant plus lente a s’établir de maniére
compléte que le greffon est plus long. Ainsi ce phénoméne de compétition entre la régénération
épithéliale d’une part, et la prolifération fibroblastique d’autre part, a pour conséquence une survenue
plus précoce, et une fréquence accrue, des sténoses létales, en cas de transplantation de greffons longs
(Tableau 9). Ces constatations nous ont conduits a privilégier les remplacements courts, effectués en
fin d’étude.

Comme en hétérotopie, 1’absence de phénoméne de rejet significatif des greffons est attestée par
I’absence d’infiltration lymphocytaire ; et par la faible intensité des événements apoptotiques

observés, encore plus modérée que lors de la phase précédente. Il semblerait donc qu’en orthotopie, la
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tolérance immunitaire soit meilleure, ce qui n’est pas surprenant, puisque que la régénération
épithéliale contribue a I’acceptation du greffon par I’héte [35].

Pour autant, en dépit de ce facteur particuliérement favorable, la prolifération fibroblastique issue de la
lamina propria constitue une sévére hypothéque a la mise en ceuvre d’un RT long par allogreffe
dénudée d’épithélium et cryopréservée (méme correctement revascularisée, au préalable, en
hétérotopie). Cette difficulté pourrait étre résolue par 1’utilisation d’une endoprothése en silicone, mise
en place transitoirement dans le but d’assurer une cicatrisation dirigée du revétement muqueux. Une
autre piste pourrait étre I’administration d’une corticothérapie par voie générale (selon des modalités a
définir : bolus ?) ou locale. En effet, dans notre expérience, nous avons pu assurer la régression de
sténoses en voie de constitution, par dilatation douce au tampon imprégné d’un corticoide a action

locale.

TABLEAU 9. TRANSPLANTATION ORTHOTOPIQUE DE SEGMENTS TRACHEAUX.

DECES DE STENOSE EN FONCTION DE LA LONGUEUR DU GREFFON

LAPINN®  GREFFON DECES DE STENOSE AUTRE CAUSE DE DECES
Anneaux (n) (délai) OU EUTHANASIE
(délai)

52 10/12 I3 -

53 10/12 I8 -

54 10/12 J9 -

55 8 - Décés fortuit (JO)

56 6 J16 -

59 7 126 -

63 6 J48 -

57 5 - Suppuration greffon (J19)
58 5 - Suppuration greffon (J20)
60 4 - Euthanasie (J33)

61 4 - Euthanasie (J39)

62 4 J47 -

64 4 - Euthanasie (J101)

65 4 - Euthanasie (J220)
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Remplacement trachéal circonférentiel et modéle lagomorphe

Le lapin est un animal fragile, dont le déces survient sans prodrome, notamment en cas de détresse
respiratoire aigué. Néanmoins nous avons eu le sentiment d’avoir amélioré la survie des animaux, en
fin d’étude, grace a ’apport de 1’endoscopie interventionnelle. A 1’exception de 1’étonnante série de
Seguin ef al. qui ont réussi a maintenir en vie, jusqu’a 18 mois, des lapins porteurs d’une
endoprothése, sans le secours de 1’endoscopie [112], les résultats de nos 2 séries de remplacement et
transplantation trachéaux, en terme de survie a 3 semaines, sont conformes aux études comparables

[28, 47, 112, 143, 153, 155-157 ] (Tableau 10).

TABLEAU 10. REMPLACEMENT ET TRANSPLANTATION TRACHEALES

SUR MODELES LAGOMORPHES. RESULTATS DE LA LITTERATURE

AUTEURS (ANNEE) NOMBRE MORTALITE PERI MORTALITE A 3
Procédure D’ANIMAUX OPERATOIRE SEMAINES
Delaere ef al. (1995) 15 - 8
Transplantation trachéale
Carbognani ef al. (1999) 10 1 1
RT par allogreffe aortique 8 *
Feito et al. (1999)
RT par allogreffe aortique + 38 Non précisée 13 déces **
prothése externe
Dodge-Khatami et al. (2003) 7 - 3wk

RT par prothése composite
(silicone + métal)
Tanaka ef al. (2003) 7 - 2
Transplantation trachéale
Weidenbecher et al. (2009)

RT par tube de fascia + 6 - 4
cartilage (bio ingénierie)
Shi et al. (2009) 15 - 5
Transplantation trachéale
Seguin et al. (2013) 34 2 4
RT par allogreffe aortique
Etude actuelle (phase 3) 10 1 3
RT par greffon composite
Etude actuelle (phase 6) 11 - 4

Transplantation trachéale

RT : remplacement trachéal ; * euthanasie programmée a J7, J14 et J21 ; ** mortalité a 3 semaines non précisée ;
*** ou euthanasie pour détresse respiratoire aigué.
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Perspectives

La premiére question a envisager est de savoir s’il convient de poursuivre 1’utilisation de I’AA en
pratique clinique, compte tenu de I’absence de régénération trachéale évidente au sein des greffons.
Nous estimons que cette technique n’a pas démérité, et que son utilisation est a retenir, a tout le moins
dans un contexte d’urgence, compte tenu de la facilité a obtenir une AA cryopréservée [91, 158] ; ou,
le cas échéant, en recours, en cas d’échec d’une autre technique de RT. Les études expérimentales
méritent également d’étre poursuivies : nous suggérons notamment d’étudier le réle de I’hormone de
croissance sur la maturation tissulaire de I’AA chez les animaux juvéniles [131, 141]. Des résultats
positifs pourraient, en effet, avoir de 1’intérét en pratique pédiatrique [159].

La deuxiéme question est de savoir si les résultats, obtenus chez le lapin, sont suffisants pour
envisager une utilisation potentielle de 1’allogreffe trachéale désépithélialisée et cryopréservée en
clinique. Nous estimons que ce pas ne saurait étre franchi qu’aprés des investigations dans une espéce
animale de plus grande taille : nous envisageons la reprise des études de 1’allogreffe trachéale
désépithélialisée et cryopréservée chez le miniporc, eu égard a notre expérience antérieure de ce
modéle [110, 111]. D’abord sous forme de remplacements courts en 1 temps, afin d’en étudier la
tolérance immunitaire ; puis sous forme de remplacements longs en 2 temps, aprés revascularisation
du greffon en hétérotopie abdominale (enveloppement dans un lambeau épiploique, transposable au
cou). Nous apprécierons la nécessité ou non d’un stenting par endoprothése en silicone, procédure
particuliérement aisée a mettre en ceuvre sur ce modele. Enfin, aprés transplantation avec mismatch de
sexe, nous pourrons reprendre 1’étude du chimérisme a 1’échelon cellulaire des greffons, par technique
FISH [147] : des sondes de détection des chromosomes X et Y chez le porc sont, en effet, disponibles
(Porcine Chr X and Y Paint Probes, Creative Bioarray Shirley, New York, NY, 11967).

Chez I’homme, ['utilisation de [’allogreffe trachéale désépithélialisée et cryopréservée pourrait
consister en une premicre phase de revascularisation hétotopique du greffon étayé par un tuteur en
silicone adapté a son diamétre et a sa morphologie, comme, par exemple le corps d’un Dynamic (Y)
Stent (Boston Scientific, Montigny-le-Bretonneux, France) ; et qui maintiendrait en tension les espaces
inter cartilagineux, afin de favoriser la néo angiogenése qui emprunte ces espaces [26]. Cette période

serait suivie d’une transplantation orthotopique, sous couvert d’une endoprothése en silicone en Y de
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type Dumon (Novatech, La Ciotat, France), mise en place transitoirement pour sécuriser les
anastomoses et assurer la cicatrisation dirigée du revétement muqueux. Elle pourrait également avoir
un role protecteur vis a vis des phénomeénes infectieux susceptibles d’affecter le greffon.

Des études anatomiques seront également nécessaires, visant a apprécier le meilleur site potentiel de
revascularisation hétérotopique. En dehors du lambeau épiploique, facilement transposable et déja
étudié in vivo [25], les meilleurs candidats pourraient étre le lambeau de fascia lata, mobilisable et
réimplantable comme un lambeau libre ; ou le lambeau perforant thoracodorsal, directement
mobilisable par rotation intra thoracique vers le médiastin moyen [160].

Ce projet thérapeutique est complexe, a la mesure d’un probléme auquel les chirurgiens tentent

d’apporter une réponse depuis plus de 60 ans.
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Alain Wurtz

Le remplacement circonférentiel étendu de la trachée. Etude clinique et expérimentale

La mise au point d’un substitut trachéal autorisant des remplacements circonférentiels étendus de la
trachée constitue un des plus grands défis de la chirurgie thoracique.

Faisant suite a des travaux expérimentaux sur des modéles porcins, nous avons conduits, en 2005, un
Programme Hospitalier de Recherche Clinique portant sur le remplacement trachéal par allogreffe
aortique pour tumeur maligne non résécable par les moyens conventionnels. Avec un recul moyen de
81 mois, 3 patients sur 6 sont actuellement en vie et en rémission. Cependant, n’ayant pas observé de
remodelage tissulaire dans le sens trachéal de leur greffon, comme chez les modéles animaux, il
convenait de procéder a des investigations supplémentaires, menées sur modéles lagomorphes.
Quarante-neuf lapins étaient des donneurs d’aorte thoracique ou trachée ; 74 étaient receveurs, sans
immunosuppression. Dans un premier temps nous avons cherché a optimiser les allogreffes aortiques
par une revascularisation précoce en hétérotopie, grace a un enveloppement dans un lambeau de fascia
; puis par adjonction d’anneaux trachéaux allogéniques (greffon composite) ; nous avons enfin
effectué une série de remplacements trachéaux avec ce greffon enveloppé du fascia. Cependant, les
résultats (insuffisants) nous ont conduits a changer de modé¢le et & expérimenter, avec des protocoles
similaires (études en hétérotopie puis en orthotopie), des allogreffes trachéales, dénudées d’épithélium
puis cryopréservées, afin d’en améliorer la tolérance immunitaire.

L’enveloppement fascial de 1’allogreffe aortique en hétérotopie a permis de construire un nouvel
organe tubulé revascularisé par un pédicule unique, mais qui n’avait pas la rigidité requise pour un
remplacement trachéal secondaire. La méme méthode appliquée au greffon composite a permis de
construire un substitut trachéal rigide. Cependant, aprés remplacement trachéal secondaire avec ce
greffon, les lapins sont décédés d’obstruction de la voie aérienne. Soixante-dix pour cent des greffons
avaient une rigidité satisfaisante, mais tous présentaient des lésions ischémiques sévéres des 2
composants, aortique et cartilagineux (résultats jugés insuffisants pour une application clinique).
Apres enveloppement fascial en hétérotopie, les segments d’allogreffe trachéale dénudée d’épithélium
et cryopréservée ¢taient viables. L’infiltration inflammatoire était modérée, avec un nombre
insignifiant de lymphocytes, ce qui témoignait d’une bonne tolérance immunitaire des greffons.

Aprés transplantation trachéale par segments longs ou moyens d’allogreffe trachéale dénudée
d’épithélium et cryopréservée (avec ou sans enveloppement fascial préalable), on observait une
sténose du greffon par prolifération endoluminale fibroblastique, entrainant le décés des animaux. A
I’opposé, aprés transplantation trachéale par segments courts, 1’évolution était plus favorable, la
majorité des animaux présentant une morphologie normale de leur greffon, qui autorisait de longues
survies (euthanasie jusqu’a J220). Tous les transplants présentaient des signes de néo angiogenése.
L’infiltration inflammatoire ¢était variable en intensité, mais avec un nombre insignifiant de
lymphocytes. Enfin, la régénération épithéliale était constamment observée.

En comparaison avec les substituts trachéaux basés sur 1’allogreffe aortique, les allogreffes trachéales
dénudées d’épithélium et cryopréservées ont permis de longues survies et de meilleurs résultats en
terme de perméabilité, de wviabilit¢é et de régénération muqueuse. Malgré 1’absence
d’immunosuppression, leur tolérance immunitaire était satisfaisante. Des expérimentations similaires
chez un mammifére de plus grande taille (miniporc) sont requises avant d’envisager ce mode de
transplantation trachéale en clinique.

Discipline : Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire.

Mots clefs : allogreffe aortique ; allogreffe trachéale ; chirurgie trachéale ; modéle animal ;
transplantation trachéale.

IMPRT-IFR 114 Equipe d’Accueil 2693 (Interface sang-vaisseaux et réparation cardiovasculaire),
Université de Lille II, Faculté de Médecine, 1 place de Verdun, 59045 Lille Cedex.
Clinique de Chirurgie Cardiaque et Thoracique, Bd du Pr J Leclercq, 59037 Lille Cedex.

104



