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Résumé en Francais : Résection endoscopique des cancers superficiels de

I’cesophage et prévention de la sténose cicatricielle

Le développement du traitement endoscopique des états précancéreux et cancers superficiels de
I'cesophage, qui constitue une option alternative a faible risque opératoire au traitement chirurgical, se
heurte a la problématique de la cicatrisation oesophagienne. En effet, les résections étendues de la
muqueuse oesophagienne se compliquent de sténoses cicatricielles réfractaires. Les voies de
prévention de la sténose oesophagienne impliquent la protection de la plaie, I'opposition aux
mécanismes de l'inflammation et de la fibrose, la promotion de la réparation épithéliale, ou encore
I'application d’une contrainte mécanique sur la paroi de 'oesophage au cours de la cicatrisation.

Au cours d’'un premier travail, nous avons évalué, sur un modéle porcin de sténose oesophagienne
post-endoscopique que nous avons développé, I'apport de la membrane amniotique humaine (MAH)
en tant qu'agent protecteur, mais aussi anti-fibrosant, régénératif, appliqué au moyen de prothéses
oesophagiennes. Nous avons mis en évidence un effet de la MAH a J14 en termes de taux de
sténose, cependant transitoire en raison du manque de stabilité des prothéses oesophagiennes et de
la dégradation de la MAH dans I'cesophage.

Au cours d'un second travail, nous avons évalué sur le méme modéle l'apport d’'une poudre
hémostatique minérale apppliquée de fagon itérative sur la zone de résection au cours de la premiére
semaine. Ce traitement a permis d’améliorer significativement les paramétres histologiques (épaisseur
du tissu de granulation, de la fibrose, longueur du néoépithélium) et biologiques (taux sérique de TGF-
B) de la cicatrisation oesophagienne, cependant sans traduction sur le taux de sténose
oesophagienne a J14.

Au cours d’un troisieme travail, nous avons évalué une matrice protéique formée d’'un peptide auto-
assemblé (SAP) pour la couverture de la plaie oesophagienne, toujours dans le méme modéle. Ce
traitement a permis de diviser par deux le taux de sténose a J14, sans cependant que les résultats
soient durables, 100% des animaux ayant développé des sténoses a J28.

Au cours d’un quatriéme travail, nous avons évalué chez 40 patients la faisabilité et les performances
de la réalisation en un seul temps endoscopique d’'une résection endoscopique par mucosectomie
d’une Iésion suspecte d’adénocarcinome, et de I'ablation par radiofréquence de I'cesophage de Barrett
résiduel. Nous avons observé une bonne efficacité de cette approche, permettant une procédure en
un seul temps endoscopique chez prés de la moitié des patients, et des taux d’éradication de la
néoplasie et de la métaplasie intestinale de 95% aprés 19 mois de suivi. Cependant, cette approche
était limitée par un taux de sténose de 33%.

Au cours d’'un cinquieéme travail, nous avons étudié rétrospectivement chez 35 patients les résultats de
la dissection sous-muqueuse oesophagienne (ESD) dans le traitement de I'adénocarcinome
oesophagien. Les résultats, avec un taux de résection RO de 72% se réduisant & 66% de résection
curative en tenant compte des facteurs histopronostiques défavorables, suggérent qu’une
ameélioration de I'endoscopie diagnostique était nécessaire afin de mieux sélectionner les patients
pouvant bénéficier de ce traitement. Le taux de sténoses cicatricielles de 6% était en revanche
modéré dans cette série d’exéréses généralement non circulaires laissant souvent en place une
muqueuse dysplasique.

L’ensemble de ces résultats suggére que la problématique de la sténose cicatricielle reste majeure
dans la résection endoscopique des cancers superficiels de 'oesophage. Les approches protectrices
de prévention de la sténose sont limitées par le manque de stabilité des produits employés sur la plaie
oesophagienne. Des travaux mécanistiques sont nécessaires, afin de développer des inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques de la fibrose oesophagienne.

Mots clefs : cancer de I’'cesophage ; dysplasie de haut grade ; cesophage de Barrett ;

sténose cesophagienne ; fibrogénése ; inflammation.
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Liste des abréviations utilisées

5 FU : 5 fluorouracile

a-SMA :alfa smooth muscle actin

AdénoCa : adénocarcinome

APC : argon plasma coagulation (coagulation au plasma d’Argon)
CE : carcinome épidermoide

DBG : dysplasie de bas grade

DHG : dysplasie de haut grade

EGF : epidermal growth factor

EMR : endoscopic mucosal resection (mucosectomie endoscopique)
ESD : endoscopic submucosal dissection (dissection sous-muqueuse)
IL : interleukine

LB : lymphocyte B

LT : lymphocyte T

MI : métaplasie intestinale

NOX 4 : NADPH oxydase 4

OB : cesophage de Barrett

PGA : acide polyglycolique (polyglycolic acid )

RFA : radiofrequency ablation (radiofréquence)

SAP : peptide auto-assemblé (self-assembling peptide)

Si RNA : small interfering RNA

SIS : small intestine submucosa

TNF-a: tumor necrosis factor alfa

TGF-B: transforming growth factor beta
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Introduction

Le développement des techniques de I'endoscopie diagnostique, mais aussi la
généralisation de I'acces a I'endoscopie dans I'exploration précoce des symptémes
digestifs, voire dans le dépistage de certaines populations a risque de cancer de
'cesophage, permettent un accroissement du nombre de diagnostics de cancers
superficiels de I'cesophage. L’endoscopie sert a la fois au diagnostic des |ésions,
mais également au traitement curatif de certains de ces cancers, a la prévention des
récidives au moyen de la résection ou de I'ablation des états précancéreux, a la
surveillance des patients, et enfin parfois au traitement des récidives locales. Le
développement, depuis les années 2000, de techniques d’endocopie thérapeutique
telles que la dissection sous-muqueuse endoscopique (ESD) et l'ablation par
radiofréquence (RFA) permettent d’obtenir d’excellents résultats oncologiques pour
le traitement des cancers superficiels de I'cesophage, au prix d’'une mortalité nulle et
d’'une morbidité inférieure a 10%. Ces chiffres sont a comparer a la référence que
constitue I'oesophagectomie, qui permet d’obtenir de bons résultats oncologiques
dans des cancers plus avancés, avec cependant 3 % de mortalité et 20 a 30% de
morbidité sévére, ainsi qu’une dégradation majeure de la qualité de vie des patients
la premiére année.

La limite principale au développement des traitements endoscopiques est la
constitution de sténoses cicatricielles lors des résections étendues de la muqueuse
cesophagienne. Les déterminants de la formation de ces sténoses sont encore mal
définis : ils impliquent principalement I'extension circonférentielle de la résection, la

profondeur atteinte par le geste endoscopique au sein de la paroi oesophagienne, et
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des facteurs locaux de cicatrisation tels que I'antécédent d’irradiation locale. Des
facteurs génétiques de prédisposition sont suspectés mais demeurent indéterminés.
Au plan physiopathologique, on estime que la perte de la barriere muqueuse est
associée a l'agression de la sous-muqueuse et de la musculeuse par des facteurs
endoluminaux chimiques, mécaniques et microbiologiques, entrainant une réaction
inflammatoire puis fibrosante aboutissant au processus de cicatrisation pathologique
hypertrophique et sténosant. Si le traitement de ces sténoses est relativement bien
codifie, et repose sur des dilatations endoscopiques itératives, des incisions
radiaires, des prothéses et des injections locales de corticoides, ces traitements
exposent au risque de perforation cesophagienne, et viennent considérablement
dégrader une qualité de vie que le traitement endoscopique était supposé préserver.
Ainsi, le développement d’un traitement préventif des sténoses cesophagiennes post-
endoscopiques représente un enjeu majeur de la prise en charge endoscopique des
cancers superficiels et des lésions pré-cancéreuses de I'oesophage.

Dans un premier temps, nous rappellerons les données de la littérature d’'une part
sur la prise en charge des cancers de l'cesophage en insistant sur les cancers
superficiels, et d’autre part sur la sténose cesophagienne post-endoscopique, sa
physiopathologie, et les moyens employés pour la prévenir. Dans un second temps,
nous présenterons les résultats de nos travaux sur la prévention de la sténose
cesophagienne post endoscopique. Enfin, nous présenterons les résultats de nos

travaux sur le traitement endoscopique des cancers superficiels de I'cesophage.
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|. Les cancers de I'cesophage et leur prise en charge

A. Données épidémiologiques et physiopathologiques

Le cancer de I'cesophage est le 8™ cancer le plus fréquent a travers le monde.
Avec une incidence estimée d’environ 456 000 nouveaux cas en 2012, il est la
sixieme cause de déces par cancer '. En Occident, l'incidence du cancer de
'cesophage est globalement stable, avec environ 35 000 nouveaux cas en Europe
en 2012, tandis que plus de 16 000 nouveaux cas sont attendus en 2016 aux Etats-
Unis 3. La survie a 5 ans des patients varie de 15 a 25 %, et les meilleurs résultats
sont observés lorsque la maladie est prise en charge a un stade localisé, avant la
survenue de métastases, notamment ganglionnaires, qui peuvent survenir des le

franchissement de la musculaire muqueuse par la tumeur 4.

1. Carcinome épidermoide

Le carcinome épidermoide (CE) demeure le type histologique le plus fréquent
a travers le monde, et tout particulierement en Asie et en Afrique de l'est ou il
représente 90 % des cancers de I'oesophage %f. Il se développe a partir de la
dysplasie en muqueuse malpighienne, qui résulte de facteurs génétiques et
métaboliques, mais également de I'exposition au tabac et a la nitrosamine, a I'alcool
et a I'aldéhyde. D’autres facteurs créant une inflammation locale chronique, tels que
I'achalasie ou I'cesophagite caustique sont des facteurs de risque mineurs de CE. Le

réle de certains agents infectieux tels que l'infection par des sérotypes oncogéniques

12



de 'Human Papilloma Virus est débattu ’. Enfin, un faible niveau socio-professionnel,
un état carentiel, et une mauvaise hygiéne buccodentaire seraient également des

facteurs de risque & .

2. Adénocarcinome et cesophage de Barrett

Aux Etats-Unis, en Australie et en Europe du Nord, la proportion de (CE)
décroit au profit de 'adénocarcinome (AdénoCa) 29, qui représente actuellement plus
de 75% des cas %' et dont I'incidence continue d’augmenter de 4 a 6% par an 113,
L’ AdénoCa se développe a partir de la dysplasie survenant sur I'cesophage de
Barrett (OB) ou endobrachyoesophage. Hormis le reflux gastro-cesophagien, qui peut
cependant manquer chez 40% des patients ', les autres facteurs de risque d’
AdénoCa sont I'obésité, le tabagisme, un antécédent d’irradiation thoracique, un
régime pauvre en fruits et légumes, un &ge avancé, le sexe masculin, les
médicaments diminuant la pression du sphincter inférieur de I'cesophage, et des
antécédents familiaux d’AdénoCa oesophagien 8. L’infection par helicobacter pylori
pourrait étre protectrice par la diminution de I'acidité du reflux gastrique '°.

L’OB correspond en endoscopie a une muqueuse de coloration saumonée
s’étendant plus d'un centimétre en amont du sommet des plis gastriques, et
répondant en histologie a une métaplasie intestinale 6. Sa prévalence est estimée a
1.5% dans la population générale et a 15% chez les personnes se plaignant d’'un
reflux 17-1°. Les reflux gastro-oesophagien acide et biliaire sont les facteurs de risque
principaux d’OB, qui apparait comme une réponse adaptative aux agressions
chimiques et enzymatiques de la muqueuse cesophagienne ?°. Les autres facteurs

de risque d’OB sont le surpoids, 'augmentation du périmétre abdominal, le sexe
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masculin, et le tabagisme 2'. L’incidence de I' AdénoCa sur OB non dysplasique est
évaluée a 0.1-0.5% par an 2223 alors qu’elle est de 0.6 a 3% par an pour la dysplasie
de bas grade 24 2% et de 7 a 10% par an pour la dysplasie de haut grade 2°. Le risque
de progression de I'OB vers le cancer est corrélé a 'age, a une longueur de 'OB
supérieure a 3 cm, au sexe masculin, et a la présence d’'une dysplasie de bas grade
27, Des anomalies génétiques acquises, telles que des mutations de p53 ou de
SMAD4 28 ou encore la perte d’expression de p16, la surexpression de MYC, et
I'aneusomie 2° pourraient servir de biomarqueurs traduisant la progression vers la

dysplasie ou le cancer.

B. Diagnostic

1. Cas général

Bien que l'accés croissant a I'endoscopie permette en théorie un diagnostic
précoce des cancers de I'cesophage, la plupart des tumeurs sont encore découvertes
a un stade métastatique, régional (gangionnaire) dans 30 % des cas, ou a distance
dans 40 % des cas 0. Dans ce dernier cas, la survie a 5 ans est inférieure a 5%. Les
circonstances du diagnostic sont alors usuellement une dysphagie d’aggravation
progressive intéressant d'abord les solides, avec altération de [|'état général
conduisant a la réalisation d’'une endoscopie qui va documenter morphologiquement
et histologiquement une tumeur dans I'cesophage.

Outre la taille approximative, la distance par rapport aux arcades dentaires et au

cardia, le caractére sténosant ou non de la Iésion, I'endoscopie doit décrire la
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position horaire de la lésion dans I'cesophage, son type morphologique selon la
classification de Paris 4’ en cas de tumeur d’allure superficielle, son caractére mobile
par rapport aux plans profonds. Enfin, en présence d’une lésion en muqueuse
malpighienne, une chromoendoscopie au lugol sera réalisée pour délimiter la Iésion
et identifier d’autres zones lugol-négatives correspondant a des cancers ou états
prénéoplasiques ; en présence d’'une lésion en muqueuse de Barrett, 'cesophage de
Barrett sera décrit et mesuré dans sa portion circonférentielle et sa hauteur maximale
par rapport au sommet des plis gastriques selon la classification de Prague 37, puis
examiné avec attention en vision directe et en rétrovision sous-cardiale, en lumiéere
blanche et si possible a I'aide d’'une chromoendoscopie virtuelle a la recherche
d’autres Iésions synchrones.

La figure 1 rappelle la classification TNM des cancers de l'cesophage. Les
modalités exactes du bilan préthérapeutique, qu’il s’agisse de I'évaluation du terrain
et du dépistage des pathologies associées, de I'extension loco-régionale et a
distance, de I'évalution de I'opérabilité ou de la résécabilité, sont détaillées ailleurs 32.

En l'absence de métastases au scanner, I'écho-endoscopie est utile au bilan
d’extension loco-régional, sauf en présence d’'une tumeur sténosante infranchissable
par I'écho-endoscope. Elle permet d’évaluer I'extension pariétale et notamment
I'extension a la musculeuse définissant le stade T2 et contre-indiquant la résection
endosopique, et de rechercher la présence d’adénopathies régionales qui pourront,
si elles sont supracentimétriques et échoendoscopiquement suspectes (rondes,
hypoéchogenes), étre ponctionnées 3. L’apport de I'écho-endoscopie dans le
staging des cancers de I'cesophage se traduit en termes de survie globale pour les

patients 34 et cet examen est recommandé pour tous les patients opérables 2°.
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Si la tomographie par émission de positrons ou PET scanner est inférieure au
couple scanner thoraco-abdomino-pelvien et écho-endoscopie pour I'extension loco-
régionale de la tumeur primitive, elle est utile pour la détection de métastases a
distance, notamment d’adénopathies extra-médiastinales, avec une sensibilité et une
spécificité de 67%-71 % et 93-97%, respectivement 3637, Le PET scanner change la
stratégie de prise en charge dans prés d’'un cas sur 5 38, Ainsi, cet examen est

actuellement recommandé de fagon systématique chez les patients opérables 3% 39,

L’ensemble du bilan permet donc :

- De documenter histologiquement la tumeur.
- De la localiser précisément dans I'cesophage :

o Dans le tiers supérieur de I'cesophage compris entre la bouche
oesophagienne (bouche de Killian), située en regard du bord inférieur
du cartilage cricoide vers 15 cm des arcades dentaires, et la bifurcation
trachéale, vers 23 cm des arcades dentaires. Cette partie comprend
'cesophage cervical, de la bouche oesophagienne a I'entrée dans le
thorax, vers 19 cm des arcades dentaires, et 'oesophage supérieur
thoracique, de I'orifice supérieur du thorax a la bifurcation trachéale.

o Dans le tiers moyen de I'cesophage sous la bifurcation trachéale, de 23
a 31 cm des arcades dentaires environ.

o Ou dans le tiers inférieur de [I'cesophage, incluant I'cesophage

abdominal, de 31 a 40 cm des arcades dentaires environ 2.
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De rechercher des critéres clinico-biologiques d’inopérabilité :

» Absolus, tels que linsuffisance respiratoire (VEMS < 1 000 mi/sec), la cirrhose

décompensée, Child B ou C, ou avec présence de varices cesophagiennes,
l'insuffisance rénale (créatininémie >1,25 N), une cardiopathie ischémique
instable ou avec infarctus datant de moins de 6 mois, un état général
fortement altéré avec performance status de 'TOMS =3, ou une perte de poids

> 20 % non récupérée apres renutrition.

» Ou relatifs, tels que : une altération de I'état général avec performance status

de 'OMS =2, une perte de poids > 15 % non récupérée apres renutrition, une
artériopathie oblitérante des membres inférieurs sévere (stade = Ill), ou une

cirrhose Child Pugh A compensée 2.

De rechercher des criteres morphologiques de non-résécabilité :

» Tumeur T4 envahissant I'arbre trachéo-bronchique, le nerf récurrent, I'aorte

sur plus de 90°, un corps vertébral.

» Tumeur de plus de 4 cm de diametre développée dans le médiastin sus-

carinaire.
Métastases viscérales, ou adénopathies non régionales, sus-claviculaires ou

lombo-aortiques.
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Figure 1 :

Classification TNM schématique #° (figure 1A) et compléte (figure 1B)

des cancers de I'cesophage 2.
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2. Le cas des cancers superficiels

Les tumeurs T1NOMO, limitées a la muqueuse ou a la sous-muqueuse

représentent

66 a 69 % des stades | dans les séries chirurgicales 4 42, qui
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correspondent a environ 16 % de tous les cancers de I'cesophage 0. Il s’agit d’'un
groupe hétérogéne en termes de pronostic, avec 94 a 100% de survie a 5 ans apres
résection chirurgicale d’'un cancer T1 limité a la muqueuse (T1a), tandis que la survie
spécifique a 5 ans chute a 63-74% lorsque la Iésion envahit la sous-muqueuse (T1b)
4345 Cette disparité est liée a la fréquence accrue de I'envahissement ganglionnaire
a mesure que les tumeurs infiltrent plus profondément la paroi cesophagienne. La
présence d’'un envahissement ganglionnaire est en effet un élément pronostique
majeur du cancer de I'cesophage, divisant la survie a 5 ans par deux, de 70 a 35 %

environ 446,

Pour cette raison, les auteurs japonais ont subdivisé les tumeurs T1 en 6 sous-
types, selon le degré d’envahissement de la paroi. L’atteinte épithéliale seule limitée
par la membrane basale correspond a la dysplasie de haut grade ou carcinome in
situ, et est notée T1a m1; l'atteinte de la lamina propria ou chorion muqueux définit
les T1a m2, tandis que l'atteinte de la muscularis mucosae définit les T1a m3; dans
I'OB, ou la musculaire muqueuse est fréquemment dédoublée, on distingue un stade
supplémentaire, T1a m4, lorsque la couche profonde de la sous-muqueuse est
atteinte sans qu’il y ait d’envahissement de la sous-muqueuse. Celle-ci est quant a
elle subdivisée sur les pieces opératoires en trois tiers, les tumeurs envahissant du
tiers superficiel au tiers profond de la sous-muqueuse étant respectivement notées
T1b sm1 a T1b sm3. Sur les piéces endoscopiques ou I'ensemble de la sous-
muqueuse n’est généralement pas présent, on a défini dans la sous-muqueuse, en
comptant a partir de la muscularis mucosae, un seuil de 200 um en muqueuse
malpighienne, et de 500 um en muqueuse glandulaire, délimitant la sous-muqueuse

superficielle de la sous-muqueuse profonde 47 8. Les tumeurs T1a et les tumeurs
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T1b limitées a la partie superficielle de la sous-muqueuse sont ainsi appelées
cancers superficiels. La figure 2 permet de corréler, selon les types histologiques, la
fréequence d’envahissement ganglionnaire et le degré d'infiltration pariétale

cesophagienne.

Figure 2 : Risque d’envahissement ganglionnaire en fonction du degré d'’infiltration

pariétale des cancers de I'cesophage 43,47-51
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D’autres facteurs sont a prendre en compte dans [I'évaluation du risque
ganglionnaire d’'un cancer T1 de I'cesophage :

- La présence d’embols veineux ou lymphatiques sur la piece de résection, qui

multiplie par 40 (de 0.7 % a 46.7%) le risque d’extension métastatique pour

les CE %2, et divise la survie par trois pour les AdénoCa 3.
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- Le grade de différenciation tumorale : un faible grade de différenciation
tumorale apparait en effet comme multipliant par 4 le risque d’envahissement

ganglionnaire 3.

Ces facteurs ont conduit 'European Society of Gastrointestinal Endoscopy a
considérer le traitement endoscopique exclusif comme curatif lorsque la
probabilité d’envahissement ganglionnaire est jugée acceptable, c'est-a-dire
généralement inférieure a 10 %, cette valeur étant a pondérer en fonction du
contexte clinique de chaque patient, et en particulier de sa capacité a tolérer les
traitements majeurs du cancer de I'o,esophage que sont la chirurgie et la radio-
chimiothérapie. Ainsi, pour les CE, le traitement endoscopique exclusif est curatif
lorsque la tumeur est bien différenciée, envahissant la sous-muqueuse sur moins
de 200 um, et dépourvue d’embols veineux ou lymphatiques ; pour les AdénoCa,
le traitement endoscopique exclusif est curatif lorsque la tumeur est bien ou
moyennement différenciée, envahissant la sous-muqueuse sur moins de 500 pm,

et dépourvue d’embols veineux ou lymphatiques °'.

C. Traitement

L’endoscopie initiale permet, outre le diagnostic endoscopique et histologique de

la lésion, d’évaluer sa résécabilité, en fonction de sa taille, de son aspect (la

présence de zones déprimées, Paris 0-llc, ou ulcérées, Paris 0-111, contre-indiquant la

résection), et de sa mobilité apparente par rapport aux plans profonds,

particulierement musculaire. Lorsque la tumeur apparait comme potentiellement

résécable, la résection endoscopique de la Iésion constituera la derniére étape du
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diagnostic, I'analyse histologique de la piéce opératoire permettant seule de
confirmer la validité du traitement endoscopique exclusif du point de vue
carcinologique. Ailleurs, le bilan d’extension loco-régional et a distance, ainsi que

I'état général et les comorbidtés du patient, guideront le choix du traitement.

1. Tumeurs de stade 0 (pTis NOMO) ou IA pT1a NOMO

a- Mucosectomie endoscopique

La mucosectomie endoscopique ou Endoscopic mucosal resection (EMR) est la
technique la plus étudiée pour la résection endoscopique des cancers superficiels de
I'cesophage %+ %° . Cette technique est simple, standardisée, et peu coliteuse. La
particularité dans I'cesophage est la difficulté de préhension des Iésions avec une
anse seule, méme apres injection sous-muqueuse. De ce fait, 'aspiration et la
traction sont utilisées pour améliorer la préhension. Les techniques de résection par
aspiration sont les plus communément utilisées dans I'cesophage :

- La technigue du capuchon (cap EMR) consiste a aspirer la zone d’intérét dans
un capuchon transparent fixé a I'extrémité de I'endoscope, puis a la sectionner
en utilisant une anse asymétrique deédiée, préalablement insérée dans le
capuchon. Une injection sous-muqueuse de sérum physiologique peut étre
réalisée avant aspiration de la Iésion pour réduire le risque de perforation.

- La technique de ligature (multiband EMR), dérivée de la technique de ligature
des varices cesophagiennes, consiste a aspirer la Iésion dans un capuchon et
placer un élastique a la base de la Iésion, créant ainsi un pseudo-polype qui
peut étre sectionné a l'aide d’'une anse diathermique. Une injection sous-

muqueuse n’est pas nécessaire, le risque de perforation étant faible.
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Plusieurs études randomisées ont comparé ces 2 techniques sans retrouver de
différence en termes de succés technique ou de complication %6 %7, Le choix sera
donc dicté par I'habitude de l'opérateur, la disponibilité du matériel, la taille de la

[ésion.

La technique par traction nécessite un endoscope a double canal. Une pince
et une anse diathermique sont insérées dans chacun des canaux permettant de
« pédiculiser » la lésion par traction puis de la sectionner a sa base. Cette technique,
nécessitant un endoscope spécifique et associée a une profondeur de résection
inférieure est moins utilisée. Les principales techniques de mucosectomie

cesophagienne sont illustrées sur la figure 3.
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Figure 3: Principales techniques de mucosectomie cesophagienne. A:
Mucosectomie par traction; B: Mucosectomie au capuchon; C : Mucosectomie au

ligateur.
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La mucosectomie est associée a une mortalité nulle dans la plupart des
études et un taux de complication de 1.5 % dans la plus large étude publiée . Les
complications précoces sont dominées par les hémorragies, les perforations étant
exceptionnelles %8. Les sténoses cesophagiennes sont un effet secondaire des
résections étendues, et surviennent essentiellement lors de résections muqueuses

excédant 75% de la circonférence cesophagienne °°.

Les limites de la mucosectomie endoscopique sont liées a I'utilisation d’un
capuchon de plastique : les lésions polypoides ou surélevées (Paris 0-l), qui
représentent 14 a 16 % des lésions néoplasiques de I'cesophage, 4’ sont trop

volumineuses pour étre aspirées dans le capuchon et réséquées en un seul
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fragment; en effet, la taille du fragment réséqué n’excéde pas 15 mm, ce qui suppose
une résection fragmentée pour les lésions de 15 mm ou plus. Ainsi, en pratique
courante, une résection fragmentée est nécessaire dans pres de 70 % des cas, avec

en moyenne 3 fragments 58 60,

La pertinence, dans le traitement endoscopique des cancers superficiels de
'cesophage, de la résection tumorale dite carcinologique, c’est-a-dire en monobloc
avec des marges de résection saines, est débattue 62, En effet, de nombreuses
équipes rapportent d’excellents résultats en termes de survie globale et sans récidive
en dépit de la résection multifragmentée des lésions néoplasiques 5% 83, Cependant,
ces données favorables a la mucosectomie proviennent pour I'essentiel de séries de
lésions néoplasiques développées sur OB, ou plus de 30% des lésions visibles
suspectes réséquées sont constituées de dysplasie épithéliale sans AdénoCa 62 et
ou les foyers d’adénocarcinome réséqués endoscopiguement sont souvent de petite
taille; de plus, un traitement ablatif est appliqué aprés la résection endoscopique
pour traiter 'OB résiduel, ce qui permet de traiter d’éventuels résidus néoplasiques
sur la zone de résection et de limiter les récidives locales. L’avantage d’une résection
en monobloc serait probablement moins discutable en cas de CE ou d’AdénoCa de
plus de 5 a 10mm de diamétre ou a risque d’extension sous-muqueuse. Ainsi,
'influence du concept de résection en bloc adapté de la chirurgie digestive
carcinologique, et 'importance d’une analyse histologique optimale de la piéce pour
évaluer le risque d’envahissement ganglionnaire ont favorisé le développement d’'une

autre technique de résection endoscopique, la dissection sous-muqueuse.
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b- Dissection sous-muqueuse

La dissection sous-muqueuse ou ESD (endoscopic submucosal dissection)
permet la résection en bloc d’un cancer superficiel, quelle que soit sa taille. Ceci
permet une meilleure analyse des marges latérales et profondes de la piece, et donc
de limiter le risque de récidive locale, ainsi que d'évaluer au mieux le risque
d’envahissement ganglionnaire, et donc le caractére curatif de la résection
endoscopique. La technique a été développée au Japon en 2003 %4, et a depuis été
largement utilisée a travers le monde, notamment en Europe, dans le traitement des
cancers superficiels et états précancéreux de I'cesophage 5. La figure 4 présente les

principales étapes de la dissection sous-muqueuse.
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Figure 4: Principales étapes de la dissection sous-muqueuse (d’aprés Yamamoto et
al. 8%). a : La lésion est délimitée ; b et ¢ : injection sous-muqueuse de sérum
physiologique ou d’une solution hypertonique; d : incision périphérique de la
muqueuse ; e : dissection sous-muqueuse; f : zone de résection avec socle de sous-

muqueuse résiduelle et de musculeuse propre.
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La dissection sous-muqueuse est une procédure plus difficile techniquement, plus
longue et plus onéreuse que la mucosectomie cesophagienne, sans faire I'objet a
I'heure actuelle d’'un remboursement spécifique en France, et requiert une formation
spécifique des endoscopistes. Le taux de complications précoces, a type
d’hémorragies et de perforations cesophagiennes, est également plus important dans

certaines des séries publiées (4 a 9 % 6" 8%), mais cette surmorbidité de 'ESD par
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rapport a 'TEMR peut s’expliquer par une plus longue courbe d’apprentissage. Enfin,
comme pour la mucosectomie, les complications tardives sont dominées par la
constitution de sténoses cesophagiennes cicatricielles, pouvant atteindre 90% des

patients en cas de résection circonférentielle 6.

Les taux de résection en bloc aprés ESD sont proches de 100%, contre environ
30-50% pour la mucosectomie ocesophagienne 6'- 65 67 Dy fait de la résection
monobloc, le taux de récidive locale serait diminué: pour '’'AdénoCa, le taux est de 0-
10 % avec la dissection 6" ¢ contre 14.5% avec la mucosectomie % ; pour le CE, le

taux est de 0-1 % avec la dissection contre 9-26% avec la mucosectomie 65 9.

Malgré ces données favorables a 'ESD, la place de la dissection sous-muqueuse
dans le traitement de I'AdénoCa cesophagien est controversée, la majorité des
études disponibles rapportant des taux de résection endoscopiques curatives variant
de 39 a 77% seulement et restant le plus souvent inférieurs a 70 % 6. A l'inverse, le
taux de résection curative observé apres résection par dissection sous-muqueuse
d’un CE avoisine les 80-90 % 6569, Ces faibles taux de résection curative ne sont pas
expliqués par une plus grande proportion d’embols veino-lymphatiques ou de faible
grade de différenciation tumorale dans les AdénoCa, mais par un envahissement
plus fréquent des marges de résection, notamment latérales. En effet, contrairement
aux lésions en muqueuse malpighienne dont les limites sont nettement visibles, en
lumiere blanche ou aprés coloration vitale par le lugol, les limites des AdénoCa sur
cesophage de Barrett sont moins clairement visibles, et 'envahissement des marges
de résection latérales par le cancer ou la dysplasie de haut grade est observé dans
20 a 35% des cas 6179, Enfin, une étude prospective randomisée récente, comparant
mucosectomie et dissection sous-muqueuse, rapportait des résultats similaires entre
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les deux techniques en termes de résultats oncologiques ©', confirmant les
recommandations européennes actuelles qui privilégient la mucosectomie sur la
dissection sous-muqueuse dans le traitement de 'AdénoCa 5'. Ainsi, en I'absence de
méthode de haute fiabilité pour délimiter les marges non dysplasiques sur OB et en
raison du caractere habituellement multifocal de la DHG sur OB, tout le potentiel de
'ESD pourrait s’exprimer dans l'indication d’exérése en monobloc de la totalité de
I'OB. La dissection sous-muqueuse endoscopique doit, pour cela, pouvoir dépasser,
au moyen d’un traitement curatif ou préventif efficace, le probléme de la sténose

cesophagienne cicatricielle :

- Pour les CE, la dissection permettrait de réséquer les Iésions les plus
étendues, et d’éviter un geste chirurgical a forte morbidité pour traiter une
maladie superficielle, voire de simples Iésions prénéoplasiques.

- Pour les AdénoCa, la dissection de la Iésion principale emportant de facon le
plus souvent circonférentielle 'ensemble de 'cesophage de Barrett adjacent,
néoplasique ou non, permettrait a la fois d’obtenir un meilleur résultat
oncologique de la dissection par I'absence d’envahissement des marges
latérales, et ensuite d’éviter au patient des séances répétées de traitements
ablatifs et une surveillance prolongée de I'cesophage de Barrett résiduel qui

s’avérent colteux et contraignants.

c- Techniques ablatives
Les techniques ablatives reposent sur la destruction thermique de la muqueuse
par voie endoscopique. Ces techniques, actuellement représentées principalement

par la radiofréquence endoscopique et la coagulation au plasma d’argon, ont pour

29



principaux avantages une faible morbidité par rapport aux résections endoscopiques,
avec en particulier 'absence de perforations ou d’hémorragies, et une grande
simplicité technique. En revanche, leur action limitée a I'épithélium et au chorion, et
'absence d’étude histologique possible des pieces traitées restreignent leur champ
d’application aux Iésions néoplasiques intraépithéliales strictement planes. En effet,
I'application non uniforme de I'énergie sur une muqueuse irréguliére peut conduire
au recouvrement de tissu tumoral ou dysplasique par un néo-épithélium malpighien,
et conduire a méconnaitre un cancer invasif au cours de la surveillance. Ce concept,
décrit dans I'OB sous le terme de glandes enfouies 7', constitue I'un des principaux

écueils des traitements ablatifs.

Si quelques publications suggérent une faisabilité de la radiofréquence
endoscopique dans le traitement de la dysplasie de haut grade en muqueuse
malpighienne 72 73, 'essentiel des données disponibles sur les traitements ablatifs
concerne le traitement de I'OB. Le cadre dutilisation couramment admis de ces
techniques ablatives couvre donc I'OB dysplasique sans lésion visible et I'OB
résiduel aprés résection endoscopique d’un cancer superficiel, suspect par définition
de contenir des foyers dysplasiques multifocaux. En effet, en 'absence du traitement
de I'OB résiduel aprés résection, les Iésions métachrones sont fréquentes, survenant
dans 30 a 37% des cas 74, reflétant le caractére multifocal des Iésions néoplasiques

sur OB rapporté dans 30 % des cas dans les séries chirurgicales "°.

Ablation par radiofréquence

La RFA est réalisée au moyen d’'un cathéter portant une électrode bipolaire.
Deux principaux types de dispositifs existent : une électrode montée sur un ballon

(Barrx360, Medtronic, Minneapolis, MN, USA) insérée sur un fil guide et insérée dans
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'cesophage en paralléle de I'endoscope. Ce systéme permet I'ablation rapide de
larges zones circonférentielles d’OB, mais nécessite une étape préliminaire de
mesure du diametre cesophagien utilisant un ballon de mesure. Aussi, un nouveau
type de cathéter auto-gonflable s’adaptant au diamétre cesophagien a chaque niveau
a été récemment développé pour éviter cette étape de mesure. Pour I'ablation
circonférentielle, I'électrode est positionnée 1 cm en amont du bord proximal de I'OB,

le ballon est gonflé, et I'énergie est délivrée (deux applications, 12 J/cm?, 40 W/cm?).

Le second type de dispositif est un cathéter focal attaché a I'extrémité de
'endoscope permettant I'ablation de languettes ou d’ilots d’OB. Il en existe plusieurs
types, mais le Barrx90, permettant une ablation sur 90 ° de la circonférence, est le
plus communément utilisé. La quantité d’énergie varie de 4 fois 12J/cm? a 4 fois
15J/cm?; a une puissance de 40 W/cm?2. Plusieurs études sont en cours pour raffiner
et simplifier les protocoles d’ablation. Usuellement, les patients requierent une
séance de Barrx 360 et deux séances d’ablation focale pour obtenir I'éradication
compléte de la MI. Chez tous les patients, la jonction cesogastrique doit étre traitée
circonférentiellement par la sonde focale au moins une fois. Plus récemment encore,
une troisieme sonde passant a travers le canal opérateur de I'endoscope a été
développée, avec une surface d’ablation réduite de 7.5 x 15.7 mm (comparée a 13 x
20 mm pour le Barrx90) et une électrode souple, mais la possibilité d’appliquer la
RFA dans des zones d’accés difficile, en particulier dans des cesophages étroits

apres résections endoscopiques extensives.

Avec trois essais randomisés contrblés 7678 trois larges études de cohorte
63,7980 et plus de 10 grandes études rétrospectives 882 |a RFA est la technique
d’ablation la plus validée. Un essai randomisé contr6lé a démontré des résultats
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équivalents a la résection endoscopique progressive de l'cesophage de Barrett
résiduel aprés traitement endoscopique d’un cancer superficiel, avec en particulier un
plus faible taux de complications, notamment en termes de sténose cesophagienne
(14% vs 88%, p<0.001) 7. La RFA est particulierement intéressante pour le
traitement de I'OB long circonférentiel, pour lequel une ablation reproductible sur 3
cm de hauteur, contrélée en profondeur, peut étre obtenue plus rapidement et avec
plus de fiabilité qu’avec toute autre technique. En effet, méme dans les OB longs de
plus de 10 cm, un taux d’éradication compléte de la métaplasie intestinale (MI) de
83% peut étre obtenu par une résection endoscopique suivie de RFA 8. Enfin,
I'efficacité et la persistance des résultats obtenus jusqu’a 5 ans ont été confirmés
dans des publications récentes 637980 | ’éradication compléte de la néoplasie
(dysplasie de haut grade et cancer) et de la Ml est atteinte dans 95-96% des cas et
89-92% des cas a 2 ans, respectivement. La rémission prolongée de la néoplasie et
de la métaplasie intestinale était observée dans 90 % des cas a 5 ans, et toutes les

récidives etaient accessibles a un traitement endoscopique.
Coagulation au plasma d’Argon

La coagulation au plasma d’Argon (APC) a également été proposée pour
I'ablation de I'OB résiduel, en raison de son faible coit et de sa large disponibilité. Un
travail publié récemment a démontré que le taux de récidives métachrones avec APC
diminuait de 37 a 3 % apres deux ans de suivi 8.Cependant, I'ablation par APC est
opérateur dépendante, en raison d’une variabilité de la distance entre la sonde et la
muqgueuse cesophagienne, de la durée d’application, et des paramétres du
générateur : on peut donc s’attendre a une variabilit¢é des résultats. De plus,

l'ablation d’OB circonférentiels est particulierement longue, susceptible d’étre
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incompléte, nécessite plusieurs séances de traitement, et entraine des sténoses
cesophagiennes dans 9% des cas 2. Ainsi l'utilisation de 'APC est actuellement

limitée a I'ablation de petits il6ts résiduels apres résection endoscopique ou RFA.

Récemment, une sonde d’APC modifiée permettant I'injection sous-muqueuse
de sérum salé isotonique avant I'ablation, appelée Hybrid APC (Erbe Elektromedizin,
Tdbingen, Germany) a été développée. Une injection sous-muqueuse préalable a
I'ablation devrait permettre une ablation a haute puissance et améliorer les résultats
de 'APC, en termes de sécurité et d’efficacité. Alors que la premiére étude pilote
semble confirmer cette hypothése, avec un taux de sténose de 2% 8, des études

prospectives sont en cours.
Autres techniques ablatives

La thérapie photodynamique fut la premiere technique ablative largement
étudiée. Ses résultats ont été finalement décevants, en raison de la variabilité de la
profondeur d’ablation, d’'un taux de sténose de 30 %, d’'une fréquence élevée de
glandes enfouies (14%), et d’'un taux d’éradication de la néoplasie a 5 ans de 44 a 78

% 71,88, Actuellement, cette technique est largement abandonnée.

Enfin, de nouvelles versions de techniques anciennes, potentiellement moins
couteuses que la RFA, ont été proposées. La cryoablation au ballon a notamment

récemment démontré sa faisabilité et son efficacité dans une étude prospective 8’.

d- Place de la chirurgie

Le traitement de référence du cancer de l'cesophage, y compris des formes
superficielles, est, d’aprés les recommandations européennes les plus récentes,
'oesophagectomie avec curage ganglionnaire 3. Il permet de traiter la lésion,
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d’éventuelles Iésions synchrones, et de prévenir la survenue de Iésions
métachrones. Cependant, ce traitement s’accompagne d’'une mortalité post
opératoire de 1.7-5.3%, d’'une morbidité de 40-45%, et d’'une qualité de vie altérée
séveérement pendant les 9 a 12 mois suivant le geste 8. Ces chiffres sont a
comparer aux traitements endoscopiques les plus agressifs, comme la dissection
sous-muqueuse de I'cesophage, dont la mortalité est nulle, et le taux de complication
ne dépasse pas 9 % 6! 65, De plus, 'oesophagectomie, en I'absence de controle
endoluminal per-opératoire de la hauteur de section oesophagienne, ne garantit pas

I'absence de lésion résiduelle, notamment en cas d’OB long ou de CE multifocal.

L’endoscopie est ainsi apparue, depuis les 20 derniéres années, comme une option
thérapeutique acceptable pour les néoplasies intraépithéliales et intramuqueuses,
avec la publication des résultats de grandes séries de patients démontrant des
résultats oncologiques comparables a ceux des séries chirurgicales avec des survies
a 5 ans supérieures a 90% %> %, Des comparaisons directes des traitements
endoscopiques et chirurgicaux ont démontré des survies identiques a 5 ans entre les
groupes, une morbi-mortalité nulle dans le groupe endoscopie, au prix d’'un plus

grand nombre d’interventions et de récidives 9 2,

Le tableau 1 résume les principales options thérapeutiques pour les cancers

superficiels de I'cesophage et leurs limitations.
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Tableau 1: Principales options thérapeutiques des cancers superficiels de

I'cesophage
Oesophagectomie | Mucosectomie Dissection Ablation par
sous-muqueuse radiofréquence
Stade maximal de T2 MO Tib sm1* (CE) | T1ib sm1i* (CE) DHG sans lésion
la maladie Patient opérable 3° Tib sm1~ Tib sm1~ visible 16
(AdénoCa) ' (AdénoCa) °'
Taux de succes? 97-100% %3 92-100% °> 78 | 64-96.4% °5 % 97 81-100% 82
94, 95
Taux de récidive 1% for T1A % 9.8-11.5% % | 0.9-3.6% %997, 2% * 16
(néoplasie) 22.9% for T1-T2 9° 78,94,95 100
Possibilité de Oui Oui Oui 100 Non recommandé
traiter les récidives
Mortalité 2-3.4% %098 0 0 6568 0
Morbidité 35-42% 9. 98 1.2-4% 789495 | 4-6.6% 5% 97,100 1% 82
Taux de sténose 24-47% %8 37-88% if C- | 90% if C-ESD %6 4-5% 82,101
(anastomotiques) EMR 78, 94,95 97,100
Glandes enfouies Non rapportées 2-8% 789495 | Non rapportées 0-0.9% 7. 82
102
Inconvénients Morbidité élevée Résection Expertise Pas d’histologie
Mortalité fragmentée endoscopique Non indiqué pour les
pour les Iésions requise cancers invasifs
>2cm Durée
Sténoses Taux de sténose
Avantages Résection Peu de Résection Peu de complications
carcinologique complication carcinologique Simplicité technique
Statut Simplicité Analyse Bonne réparation
ganglionnaire technique histologique tissulaire
possible

CE : carcinome épidermoide ; AdénoCa : adénocarcinome ; Ml : métaplasie
intestinale ; QdV : qualité de vie ; CEMR : mucosectomie endoscopique
circonférentielle ; CESD : dissection sous-muqueuse circonférentielle

# . Taux d’éradication compléte de toute néoplasie (dysplasie de haut grade ou
cancer intramuqueux) a la fin du traitement.

* : récidive de la néoplasie a 3 ans.
#. infiltration de la sous-muqueuse inférieure a 200 pm
*: infiltration de la sous-muqueuse inférieure a 500 um
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2. Tumeurs localisées, de stade IA pT1bNOMO a |IB

Tandis que le traitement endoscopique a démontré son intérét pour les tumeurs
T1a et certaines tumeurs T1b a faible risque d’envahissement ganglionnaire 43, le
traitement chirurgical reposant sur l'oesophagectomie constitue la référence
thérapeutique pour la majorité des tumeurs T1b et T2NOMO (stade IB) 3°.

La survie a long terme ne dépassant pas 25 % en présence d'un
envahissement ganglionnaire, un traitement néoadjuvant par chimiothérapie ou
radiochimiothérapie est recommandé pour toute tumeur avec suspicion
d’envahissement ganglionnaire (T1-2 N1 MO ou stade 1IB). En cas de découverte
d’'un envahissement ganglionnaire sur la piéce opératoire, une chimiothérapie
adjuvante a base de sel de platine, de type 5 fluorouracile (5FU)- cisplatine peut étre
proposée °°.

Pour les patients inopérables ou refusant la chirurgie, ou les patients présentant
une tumeur de l'cesophage cervical, la radiochimiothérapie exclusive peut étre
proposée. Elle a en effet démontré sa supériorité sur la radiothérapie seule 9. Le
standard thérapeutique habituel est composé de 4 cycles de 5FU-cisplatine combiné
avec une dose de 50.4 Gy en fractions de 1.8Gy '%6. D’autres protocoles de
chimiothérapie, tels que I'association 5 FU-oxaliplatine, ou docetaxel-carboplatine,
peuvent étre proposés en association avec la radiothérapie.

Dans le cas des tumeurs réséquées par ESD mais présentant des critéres
défavorables, des travaux japonais ont rapporté de bons résultats de la
radiochimiothérapie en traitement complémentaire d’un traitement endoscopique non
curatif, mais il s’agit essentiellement de séries de cas et non de travaux prospectifs

permettant d’établir des recommandations 193 194, Toutefois, de nombreux patients
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étant agés, souffrant de comorbidités contre-indiquant la chirurgie ou ayant une
|ésion de I'cesophage proximal impliquant une chirurgie délabrante ou a haut risque,
la question d'un traitement complémentaire de radio-chimiothérapie dans un but
curatif aprés exérése endoscopique d’'un cancer pT1b se posera de plus en plus
souvent. La validation d’'une telle stratégie implique la mise en ceuvre d’études

prospectives avec un suivi a long terme.

3. Tumeurs avancées, de stade Ill ou IV, ou récidives néoplasiques

a- Tumeurs de stade llI

Dans ces stades, la chirurgie seule n’est plus le traitement de référence, dans la
mesure ou une résection RO est impossible dans 30 % des tumeurs pT3 et 50% des
tumeurs pT4 3. De plus, méme aprés résection carcinologique, la survie a long
terme ne dépasse pas 20 %. Ainsi, un traitement néoadjuvant est clairement indiqué
chez les patients opérables.

Pour les CE, la radiochimiothérapie néoadjuvante a démontré un bénéfice en
termes de résection tumorale RO, de contréle tumoral local, et de survie globale, au
prix d’'une morbi-mortalité post-opératoire plus élevée 35 107. 108 | es protocoles
habituels associent 40 a 50 Gy en fractions de 1.8Gy a deux cycles de
chimiothérapie a base de sel de platine de type 5 FU-cisplatine, 5SFU-oxaliplatine, ou
docétaxel-cisplatine 1°°. En cas de réponse a la radiochimiothérapie néoadjuvante, la
poursuite de la radiochimiothérapie a démontré des résultats globalement
équivalents a la chirurgie de résection, avec cependant un taux plus élevé de

récidives locales dans le groupe non opéré "% 111 Ainsi, la radiochimiothérapie avec
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surveillance rapprochée et chirurgie de sauvetage en cas de tumeur résiduelle ou de
progression sous traitement apparait comme la stratégie de référence 2.

Pour les AdénoCa, la chimiothérapie péri-opératoire a base de 5-FU et
cisplatine est actuellement considérée comme le standard pour les tumeurs
localement avancées. Cependant, deux essais récents suggérent un bénéfice de
survie majeur lié la radiothérapie néoadjuvante, en comparaison a la chirurgie seule
108 ou a la chimiothérapie préopératoire seule '"°. Méme en présence d'une
régression tumorale compléte apres traitement néoadjuvant, les recommandations
européennes proposent I'oesophagectomie .

b- Tumeurs de stade IV

La chimiothérapie est indiquée pour le traitement palliatif de patients sélectionnés,
notamment pour les patients porteurs d’AdénoCa en bon état général. Le protocole
historique associant SFU et cisplatine peut étre remplacé par d’autres associations
de fluoropyrimidines, telles que la capécitabine, et I'oxaliplatine ''*. Comme dans le
cancer gastrique, les taxanes sont recommandées en association en premiére ligne
ou en monothérapie en deuxieme ligne. Pour les patients porteurs de CE, le bénéfice
de la chimiothérapie n’a pas été démontré dans des essais randomisés. Les
protocoles habituels, associant 5FU et cisplatine ou oxaliplatine, peuvent étre
proposeés.

En cas de dysphagie, le traitement endoscopique de la dysphagie par la mise en
place d'une prothése ocesophagienne peut étre proposée, de méme que la

curiethérapie en une dose ', ou l'irradiation externe.
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D. Surveillance

Apreés traitement endoscopique curatif d’'un cancer superficiel, une surveillance
endoscopique de I'cesophage est indiquée a vie, a la recherche d’une récidive locale
ou d’'un cancer métachrone. Si la surveillance n’est pas codifiée aprés traitement
endoscopique d’un CE, elle peut étre dérivée des recommandations actuelles
concernant ’AdénoCa 6. En effet, méme aprés la résection endoscopique du cancer
et I'éradication compléete de la MI, une surveillance endoscopique trimestrielle la
premiére année, semestrielle la seconde, puis annuelle est recommandée. La durée
de cette surveillance est encore incertaine.

Apres traitement chirurgical d’'un cancer de I'cesophage, aucun protocole de
surveillance n’a démontré de bénéfice sur la survie des patients. L'usage en France
est une évaluation clinique et un scanner thoraco-abdomino-pelvien tous les 6 mois
pendant 5 ans, associé a un examen ORL annuel en cas de CE, et une endoscopie
digestive haute a 2 ans 32,

En cas de radiochimiothérapie exclusive, la recherche d’un résidu, voire d’'une
progression tumorale par endoscopie, scanner et PET scanner, doit étre réalisée en
fin de traitement, afin de discuter un geste chirurgical de sauvetage. En cas de
réponse compléte, il est proposé une évaluation clinique, endoscopique et
radiologique par scanner thoraco-abdomino-pelvien tous les 4 mois pendant 1 an,
puis tous les 6 mois pendant 1 an, avant de reprendre les mémes modalités de suivi
qu’aprés chirurgie. La réponse tumorale est évaluée en routine par les symptémes
cliniques, I'endoscopie, et le scanner. L’apport du PET scanner dans I'évaluation de
la réponse des AdénoCa a la chimiothérapie a été suggéré ''® mais ne modifie

actuellement pas la pratique clinique.
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Il. La prévention de la sténose oesophagienne post-endoscopique

A. Généralités

Il n’existe pas de définition consensuelle de la sténose cesophagienne post-
endoscopique. La définition la plus frequemment employée, proposée par Hashimoto
et al, est un rétrécissement de la lumiére cesophagienne visible en endoscopie, ou
bien infranchissable par un gastroscope standard de 10 mm de diameétre, ou bien
associé a une dysphagie 7.

Tout type de Ilésion muqueuse profonde peut se compliquer de sténose
cesophagienne : les résections ou ablations endoscopiques étendues, mais aussi les
cesophagites peptiques, a éosinophiles, inflammatoires, infectieuses, radiques,
caustiques, ou encore la résection chirurgicale de I'cesophage. Le taux de sténose
aprés EMR varie de 1.3% a 4.9 % %% et de 3 a 11.6% aprés ESD %% 9, Cependant,
ces taux ne sont pas strictement comparables, car I'extension circonférentielle de la
résection n’était pas la méme dans les différentes études. Or Katada et al. ont
démontré l'importance prépondérante de l'extension circonférentielle du défect
muqueux dans la survenue de la sténose °°. Ces conclusions ont été confirmées par
d’autres équipes, avec des taux de sténose atteignant 88% pour I'EMR
circonférentielle et 90-94% pour I'ESD dépassant 75 % de la circonférence
cesophagiennes 78 190 118 gsyggérant des mécanismes de cicatrisation similaires
entre les deux techniques de résection, et un faible impact de la résection en bloc ou
multifragmentée. L’extension en profondeur de la Iésion néoplasique initiale, méme si
elle ne modifie pas la profondeur de la résection endoscopique, a également été

proposée comme un facteur de risque de sténose post endoscopique par Ono et al.,
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(Odds ratio (OR): 14.2; 95% Cl: 2.7-74.2 pour T1a m2 vs T1a m1) , avec moins
d’impact que I'extension circonférentielle de la sténose (OR: 44.2; 95% CI: 4.4-443.6
pour une résection supérieure ou inférieure a 75 % de la circonférence muqueuse)
19 Les sténoses aprés traitement ablatif sont exceptionnelles par rapport a la
fréquence attendue compte tenu de I'étendue des défects muqueux, avec des taux
de sténose de 4 et 6-9% pour les deux principales techniques 8 8 120, Ces résultats
sont vraisemblablement expliqués par un effet plus superficiel de ces traitements qui
n’agissent pas au-dela de la musculaire muqueuse.

La plupart des sténoses cesophagiennes post endoscopiques sont réfractaires "%
121 - quoique la définition n’en soit pas consensuelle, une sténose réfractaire peut
étre définie comme requierant plus de 7 séances de dilatation endoscopique,
récidivant dans les 2 a 4 semaines, ou ne pouvant étre dilatée a un diametre
permettant une alimentation normale 12224, Un taux de succés de 71.4 % a 6 mois a
été rapporté apres dilatations répétées hydrostatiques ou a la bougie, soit des taux
comparables a ceux observés dans les sténoses peptiques '2°. Cependant, peu de
données de suivi a long termes sont publiées. En outre, les dilatations itératives de
ces sténoses post endoscopiques aboutissent a des taux de perforation atteignant
7.1 2a9% 4125 Ainsi, la prévention de la sténose cesophagienne post-endoscopique
apparait comme indispensable a la poursuite du développement du traitement

endoscopique des cancers superficiels de I'cesophage.
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B. Mécanismes de la sténose cesophagienne cicatricielle

1. Des cellules souches cesophagiennes ?

Comprendre I'homéostasie et la réaction aux agressions de la muqueuse
cesophagienne est sans aucun doute un préalable au développement de traitements
préventifs de la sténose cicatricielle. Ceci pose la question de [Iidentification
d’éventuelles cellules souches de la muqueuse ocesophagienne ou de progéniteurs
épithéliaux qui seraient impliqués dans la réparation tissulaire cesophagienne. Pan et
al. ont rapporté la présence de cellules ayant les caractéristiques de cellules souches
(retenant les marqueurs, a cycles lents, a longue vie, multipotence, non
différenciées) dans la couche basale de I'cesophage humain 26, Plus récemment,
Jeong et al ont identifié, chez la souris et chez 'Homme, des cellules exprimant
fortement CD49 et faiblement CD24, surreprésentées dans des cultures de
sphéroides cesophagiennes capables d’auto-renouvellement, et donc compatibles
avec des cellules souches '?7. Ces résultats doivent étre confirmés, et ces possibles
cellules souches cesophagiennes doivent étre caractérisées plus préciseément. En
effet, des études similaires chez la souris avaient conclu que les cellules retenant les
marqueurs de la couche basale de [I'épithélium cesophagien et exprimant le
marqueur pan leucocyte CD45 étaient en fait des cellules de Langerhans et des
lymphocytes 28, et non des précurseurs des cellules malpighiennes.

Doupé et al. ont étudié les mécanismes de la cicatrisation cesophagienne chez la
souris apres une lésion épithéliale créée endoscopiquement 28, et mis en évidence
que les mémes progéniteurs épithéliaux habituellement impliqués dans I'homéostasie
épithéliale pouvaient adopter un comportement régénératif dans les 24-48 heures

suivant une lésion tissulaire, en doublant leur taux de mitose dans une zone
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proliférative entourant un front de migration cellulaire a proximité du défect épithélial.
Ce comportement était rapidement réversible une fois la cicatrisation effectuée. Ce
travail suggére l'absence de cellules a cycles lents ou de cellules souches
quiescentes dans [I'épithélium oesophagien, au contraire d’autres épithéliums,
notamment I'épiderme, I'estomac, ou l'intestin gréle. Cependant, la pertinence de ces
conclusions est peut étre limitée par l'utilisation d’'un modeéle murin dont 'oesophage
présente des différences structurales majeures avec l'cesophage humain: il est
recouvert d’un épithélium kératinisé, et ne présente ni cryptes, ni glandes. En accord
avec Doupé et al. cependant, Barbera et al. ont examiné des cultures cellulaires
épithéliales cesophagiennes dans un systéme tridimensionnel organotypique et ont
démontré une capacité identique a la régénération épithéliale et a la reconstitution
d’'un néo-épithélium malpighien apres lésion que les cellules expriment un marqueur
de progéniteur (CD34) ou un marqueur épithélial (Epcam). Les cellules les plus
guiescentes, cependant, étaient situées au sommet des papilles épithéliales '2°. Ces
deux études sont en faveur d’une grande plasticité de I'épithélium cesophagien, dans
lequel les cellules assurant le renouvellement cellulaire et la réparation seraient

issues du méme pool.

2. Roéle des glandes sous-muqueuses

Le rbéle des glandes cesophagiennes sous-muqueuses dans la réparation
épithéliale a été suggéré par des études histologiques ayant mis en évidence une
continuité entre les ilots d’épithélium malpighien au sein de 'OB et les canaux
excréteurs des glandes sous-muqueuses . Si 'on admet que 'homéostasie et la

réparation tissulaire ne sont pas assurées a partir de cellules souches ou de cellules
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spécifiques épithéliales, il pourrait y avoir un rOle dévolu aux glandes
cesophagiennes dans la réparation tissulaire cesophagienne. Cette hypothése
pourrait ainsi expliquer pourquoi le degré de réépithélialisation et le taux de sténose
varient avec la profondeur de la Iésion muqueuse ou sous-muqueuse, profondeur
qui varie grandement entre la RFA qui ne dépasse pas la musculaire muqueuse et
'ESD qui emporte I'essentiel de la sous-muqueuse. Si cette hypothése est juste,
alors les glandes sous-muqueuses pourraient contribuer au processus de
réépithélialisation a partir de la profondeur de la zone lésée ou réséquée, en
complément de la réparation épithéliale provenant des berges de la plaie. Ceci
pourrait nécessiter de préserver quelques glandes cesophagiennes viables pour
éviter les sténoses lorsqu'on envisage une résection muqueuse quasi
circonférentielle. La figure 5 illustre le réle possible des glandes ocesophagiennes

dans la réparation épithéliale.
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Figure 5: Réle possible des glandes sous-muqueuses dans la réparation tissulaire

cesophagienne 131,
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3. Mécanismes généraux de la cicatrisation

L’essentiel de notre compréhension de la cicatrisation cesophagienne vient de
I'application des grands principes de la réparation tissulaire dans I'cesophage animal
132,133 ou dans d’autres organes comme I'estomac ou la peau 34 35, La premiére

étape est la perte de la barriere épithéliale et muqueuse aboutissant a I'exposition de
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la sous-muqueuse a diverses agressions: mécaniques par le passage des aliments
et les contractions cesophagiennes, chimiques par le reflux acide ou biliaire, et
microbiennes par la flore bactérienne et fungique cesophagienne et oropharyngée.
La seconde étape est lactivation du systéme immunitaire '36. La réponse
inflammatoire est marquée par la formation d’un tissu de granulation qui inclut un
infiltrat inflammatoire et des néovaisseaux palissadiques similaires a ceux observés
dans le bourgeon charnu, perpendiculaires a I'axe de I'cesophage. A la phase
initiale, la plupart des cellules inflammatoires sont des polynucléaires neutrophiles et
des macrophages, alors que dans la phase plus tardive, ces cellules sont
progressivement remplacées par des lymphocytes et des plasmocytes '37. A ce
stade, les cytokines pro-inflammatoires en jeu sont notamment I'lL-17 ou le TNF-a.
La troisieme étape est la formation du tissu cicatriciel, qui, aprés les résections
muqueuses étendues de lI'cesophage, aboutit a la formation d’'une sténose. Les
fibroblastes résidents et les péricytes sont induits a se différencier en myofibroblastes
producteurs de matrice extracellulaire, et notamment de collagéne |, par des
cytokines fibrogéniques. Ces cytokines, notamment le TGF-B1, TNF-a, IL-1, IL-4, IL-
6, PDGF, IL-17A et I'lL-13, sont produites par des cellules épithéliales, endothéliales,
et les cellules de la lignée myéloide 3. Tout d’abord, les myofibroblastes sont des
cellules hautement contractiles, exprimant I' a-smooth muscle actin (a-SMA), une
protéine formant des faisceaux de myofilaments qui favorisent la contraction de la
cicatrice 3. Deuxiémement, les myofibroblastes sont des acteurs clefs de la
formation du tissu cicatriciel par le bais de la synthese de collagéne de type I. Les
macrophages dérivés des monocytes peuvent se différencier en macrophages de
type proinflammatoire (M1) aboutissant a la destruction tissulaire, en macrophages

profibrogéniques de type MZ2a stimulant la différenciation myofibroblatique
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essentiellement via la sécrétion de TGF-, ou en macrophages de type régulateur
(Mreg) qui, par l'intermédiaire de la production d’'IL-10, inactivent les myofibroblastes
et activent les métalloprotéases matricielles, limitant la fiborogénése 3.

Le réle du stress oxydant dans la fibrogénese a été démontré dans différents
modeéles animaux et humains notamment de fibrose cutanée, pulmonaire, et rénale
138,140 En effet, les fibroblastes peuvent exprimer différents isoformes de la protéine
NOX. NOX 4, en particulier a été impliquée spécifiquement dans la différenciation
myofibroblastique dans la fibrose pulmonaire. Des analyses transcriptomiques de
fibroblastes humains traités par le TGF-B1 ont ainsi confirmé que NOX4 était un des
génes les plus fortement surexprimés '4'. Or l'activation de NOX4 entraine la
production d’H202, la différenciation myofibroblatique, la contractilité, et Ila
production de matrice extra-cellulaire dans les fibroblastes pulmonaires humains.
Réciproquement, 'administration de siRNA ciblant NOX4 a montré un rdle protecteur
contre la fibrose dans deux modéles de fibrose pulmonaire '38.

La derniere étape de ce processus est incertaine : il est possible que la
diminution de I'activité fibrosante et inflammatoire autorise la repousse épithéliale, ou
gu’a linverse ce soit la repousse épithéliale qui, en protégeant la sous-muqueuse,

mette un terme a l'inflammation et a la fibrogénése.

La figure 6 montre ce qui reste dans la paroi cesophagienne aprés une résection

endoscopique et les deux principaux modes de cicatrisation.
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Figure 6 : Que reste-t-il dans I'cesophage aprés une résection endoscopique ? 3
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La figure 7 montre les principaux aspects endoscopiques, radiologiques, et
histologiques de la sténose cesophagienne dans le modéle porcin de sténose post

endoscopique développé par notre équipe.

Figure 7: Sténoses oesophagiennes dans notre modeéle porcin de sténose post
endoscopique. A et B: aspect endoscopique des sténoses a prédominance
inflammatoire (A) et fibrotique (B) ; C : vue fluoroscopique ; D : macroscopie de la
partie proximale de la sténose; E et F: microscopie, magnification x 12.5,
hématoxyline éosine safran, montrant une ré-épithélialisation mineure et un infiltrat

inflammatoire majeur dans la sous-muqueuse résiduelle (E), et trichrome de Masson

(F) montrant la fibrose (en vert) de la sous-muqueuse infiltrant la musculaire propre.
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C. Stratégies de prévention de la sténose cesophagienne

Prévenir la sténose cesophagienne aprés une agression muqueuse nécessite

d’atteindre un ou plusieurs des objectifs suivants :

- Supprimer le facteur d’agression tissulaire initial

- Restaurer la barriere épithéliale ou muqueuse

- Bloquer la cascade inflammatoire

- S’opposer a l'action de contraction et de synthése collagénique des

myofibroblastes.

Aprés une résection endoscopique, le seul moyen disponible d’atteindre le
premier objectif est d’assurer une suppression acide optimale par la prescription
d’une double dose d’inhibiteurs de la pompe a protons durant le processus de
cicatrisation. Quand aux trois autres objectifs, ils peuvent étre atteints a travers
quatre approches, telles que nous les avons décrites en détail dans une revue
récente de la littérature '3': une approche protectrice, une approche régénérative,

une approche antiproliférative, et une approche mécanique.

1. Approche protectrice

Les agents les plus utilisés sont des matrices extracellulaires ou des matériaux
inertes, servant de pansement biologique, visant a la fois a protéger la plaie

cesophagienne et servir de matrice pour la migration des cellules épithéliales 42.
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a- Données chez I'animal

Nieponice et al. ont utilisé la sous-muqueuse d’intestin de porc (small intestine
submucosa ou SIS) : aprés une EMR circonférentielle chez cinq chiens, I'application
de SIS a l'aide d’un ballon s’est avérée efficace dans la prévention de la sténose 143.
Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits par d’autres équipes, y compris en
utilisant d’autres types de matrices extracellulaires, voire des prothéses
cesophagiennes couvertes seules ¥4 145 Sur un modéle porcin de sténose
cesophagienne post-ESD circonférentielle 46, nous avons évalué l'efficacité des
greffons de membrane amniotique, un pansement biologique largement utilisé en
ophtalmologie, et possédant d’'une activité anti-fibrosante et anti-inflammatoire, dans
la prévention de la sténose cesophagienne '#’. Si les résultats en termes de taux de
sténose symptomatique et de criteres de jugement histologiques (fibrose,
inflammation, réépithélialisation) étaient probants, ils étaient peu durables, en raison
de la migration des prothéses cesophagiennes servant a appliquer les greffons et de
la probable dégradation de ces derniers ; tous les animaux avaient ainsi développé
une sténose a J35. Compte tenu de la difficulté d’application des feuillets de matrice
extracellulaire ou des greffons de membrane amniotique, nous avons également
évalué une poudre hémostatique minérale, 'lHémospray (Cook, Limerick, Irelande),
qui a pour propriété principale 'adhésion aux tissus hémorragiques et de possibles
effets pro-cicatrisants. Des résultats significatifs en termes de diamétre cesophagien
a J14 et de fibrose cesophagienne étaient observés, cependant au prix d’applications
répétées d’Hémospray qui ne paraissaient pas envisageables chez I'Homme.
Dernierement, la couverture de la plaie cesophagienne par une matrice formée d’'un
peptide auto-assemblé (RADA-16) a démontré un bénéfice significatif en termes de

sténose cesophagienne symptomatique a J14, cependant sans que l'effet persiste
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dans le temps (Barret et al., accepté pour publication par Diseases of the

Esophagus).

b- Données chez 'lHomme

Encouragés par des résultats préliminaires chez I'animal, Nieponice et al. ont
appliqué des feuillets de matrice extracellulaire (extraits de la vessie de porc) a l'aide
de prothéses cesophagiennes chez 5 patients aprés EMR circonférentielle 8. Tous
les patients ont développé une sténose requérant au moins une dilatation
endoscopique. Deux équipes japonaises ont récemment démontré la faisabilite, puis
I'efficacité de I'application sur des ulceres cesophagiens post-ESD de feuillets d’acide
polyglycolique fixés a I'aide d’'une colle biologique : ces feuillets, restant en place au
moins 7 jours, permettaient, chez 8 patients a haut risque de sténose
cesophagienne, d’obtenir un taux de sténose de 37.5%, inférieur au résultat attendu
en I'absence de mesure préventive 4 150 avec des sténoses traitées aisément par
une moyenne d’'une dilatation au ballon. Ces résultats prometteurs doivent encore
étre confirmés sur de plus grandes séries de patients et dans au moins une série
controlée, mais les feuillets d’acide polyglycolique pourraient étre l'une des
techniques préventives les plus convaincantes actuellement disponibles pour une
application clinique.

Une méthode simple pour limiter I'exposition de la sous-muqueuse aux facteurs
de stress endoluminaux pourrait étre la résection progressive en plusieurs étapes de
la circonférence cesophagienne. Aprés un premier cas rapporté encourageant, et
deux études rétrospectives rapportant 2 a 13 % de sténoses '¥'-'53, les données
prospectives ont plutot fait état de 33 a 88% 4 154 155 de sténoses, contre 40-68%

pour les résections circonférentielles en un temps %% 196 soit des résultats peu
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satisfaisants. En outre, la résection muqueuse en plusieurs étapes rend les dernieres
étapes techniquement difficiles, en raison du rétrécissement de la lumiére
cesophagienne et des adhérences muqueuses consécutives a la cicatrisation de la
premiére résection. Ainsi, la résection endoscopique en un temps, circonférentielle si

nécessaire, semble préférable lorsqu’elle est indiquée.

2. Approche régénérative

L’utilisation de facteurs de croissance ou de thérapie cellulaire a été I'une des voies
les plus efficaces dans la prévention de la sténose cesophagienne post
endoscopique. Le concept en est de limiter la réaction inflammatoire et fibrosante

dans le temps en accélérant la repousse épithéliale.

a- Données chez I'animal

Si l'administration systémique d’EGF ou l'apport intra-cesophagien de cellules
souches mésenchymateuses a permis d’améliorer les paramétres de cicatrisation
chez le porc et le chien 157 198 T'utilisation de ces techniques chez 'homme aprés
résection d'une lésion néoplasique parait hasardeuse. L’utilisation de cellules
épithéliales malpighiennes autologues issues de la muqueuse buccale ou de
'épiderme, et expandues en culture avant d’étre déposées sur une plaie
cesophagienne a également été évaluée et donné d’excellents résultats, cependant
dans des essais de petite taille sans groupe controle 5% 169, Un pas supplémentaire a
été franchi par Okhi et al., en réappliquant les cellules dans I'cesophage sous la
forme d’'un patch cellulaire couvrant la plaie, transplanté endoscopiquement. Cette

technique a donné d’excellents résultats, montrant une intégration des cellules au
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néoépithélium, une repousse épithéliale plus rapide, et surtout un taux de sténose
divisé par deux dans le groupe traité (86-89% contre 48% to 63%, p < 0.01) 161-163,
Cependant, I'absence de résection muqueuse a haut risque de sténose dans ces

travaux limite la portée des résultats obtenus.

b- Données chez ’lHomme

Logiquement, cette technique a donc été évaluée chez les patients: en 2012,
Okhi et al. ont rapporté les résultats de la transplantation de feuillets de kératinocytes
buccaux autologues cultivés a partir de biopsies endobuccales 16 jours plus tét, chez
9 patients. Les auteurs ont ainsi démontré la faisabilité de la technique et son
efficacité : en effet, parmi les quatre patients ayant eu une ESD a haut risque de
sténose , i.e. emportant les trois quarts ou plus de la circonférence cesophagienne,
un seul (la patiente ayant eu une résection circonférentielle) a développé une
sténose cesophagienne, correspondant a un taux de sténose de 25%, bien inférieur
aux 90 % attendus '%*. Il faut cependant noter la faiblesse des effectifs, I'absence de
groupe contrdle, et surtout I'absence de reproduction de ces résultats par d’autres
équipes 8%, En outre, cette technique est extrémement couteuse (environ 20 000
Dollars/patient) et nécessite une expertise technique importante, notamment en
raison du taux de contamination élevé de ces cultures primaires 166,
Ainsi, I'approche régénérative ne parait pas amenée a se développer dans les

années a venir en dehors de quelques centres experts.
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3. Approche anti-proliférative

Afin de limiter I'inflammation et la prolifération myofibroblastique, les effets sur la
cicatrisation cesophagienne de traitements antimitotiques, antifibrosants, et anti-
inflammatoires ont été évalués. La majorité des études concerne les corticoides,

administrés localement dans I'cesophage ou par voie systémique.

a- Données chez I'animal

Par analogie avec le traitement des sténoses cesophagiennes réfractaires, dans
lequel la dilatation peut étre associée a une injection de triamcinolone, linjection
dans la sous-muqueuse résiduelle de corticoides locaux apres résection
endoscopique a été proposée chez l'animal, avec des résultats extrémement
décevants, en termes de prévention des sténoses, comme en termes d’effets
secondaires, certains auteurs ayant rapporté jusqu’a 33% de mortalité en rapport
avec des abcés périoesophagiens #4167 ou des retards de cicatrisation 7.

D’autres traitements préventifs potentiels, antimitotiques, comme le 5FU ou la
mitomycine C 168170 ont été évalués dans de petites études non controlées, avec
parfois des déceés liés a une toxicité locale importante de la chimiothérapie '7'.

Les produits antifibrosants, tels que I'Halofugidone "' inhibant la synthése du
collagene |, ou la N- acetylcystéine, antifibrosant par un effet antioxydant, n’ont pas
donné de résultats probants sur les criteres de jugement cliniques ou endoscopiques
137, 171_

b- Données chez ’'Homme

Malgré I'absence de données convaincantes chez I'animal, les études évaluant

les corticoides injectés localement chez 'Homme se sont multipliées, avec plus de
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13 publications depuis 2009, majoritairement des séries de cas, avec des protocoles
d’injection hétérogénes, et des taux de sténose variant de 10.7 a 41.7% 7. 172177,
Deux essais contrblés sur soixante et quarante patients rapportaient une diminution
du taux de sténose de 66 a 10% (p<0.0001) apres une seule injection de corticoides,
avec 7 % de complications, et une baisse de 75 % a 19% (p < 0.001), au prix
d’injections répétées a J3, J7, et J10 117: 178 Afin d’éviter les effets indésirables liés a
I'injection intramurale de corticoides, certaines équipes ont proposé I'administration
de corticoides sous forme visqueuse, sans parvenir, dans aucune des trois études
sur le sujet, a démontrer un bénéfice clinique ou endoscopique '7°'81. Enfin,
I'administration de corticothérapie systémique a été évaluée rétrospectivement dans
9 études cliniques. Toutes concordent pour rapporter le bénéfice d’une
corticothérapie a faible dose (débutée a 30 mg/ jour a J3 de I'endoscopie), prolongée
8 semaines avec décroissance progressive, permettant d’atteindre des taux de
sténose de 5 a 29% 172 182184 jysqu’a 50 % pour le cas particulier des ESD
circonférentielles 22, et des sténoses moins séveres, et nécessitant un plus faible
nombre de dilatations 8.

Une meéta-analyse récente, incluant les données de 148 patients issus de 4
études, rapportait un taux de sténose passant de 59 a 14% sous corticothérapie
(locale ou orale) préventive 8. Ainsi, la corticothérapie demeure en 2016 le principal
traitement préventif de la sténose cesophagienne post-endoscopique. Cependant,
'hétérogénéité des études et des protocoles proposés, l'absence d’études
prospectives randomisées ou contr6lées ne permet pas a ce jour de tirer des
recommandations de pratique clinique. En outre, le cas particulier de I'ESD
circonférentielle de I'cesophage demeure problématique, avec toujours 50 a 83% de

sténoses, méme avec une corticothérapie préventive 18- 18  Enfin, les effets
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secondaires, exceptionnels mais sévéres, a type d’abcés médiastinal aprés injection
locale '8, ou de morbidité infectieuse sévere sous corticothérapie systémique 90
encouragent a développer de nouvelles approches préventives.

Parmi les autres traitements antifibrosants potentiels, le tranilast, un traitement
antiallergique oral inhibant in vitro la synthése collagénique et la production d’IL-6, a
été testé dans une étude prospective impliquant 31 patients, et permettait, a 8
semaines, de diminuer le taux de sténose de 69 a 33% (p= 0.04), sans effets

secondaires observés 191,

4. Approche mécanique

Une approche plus pragmatique de la sténose cesophagienne consiste a dilater la
zone cicatricielle de fagon itérative durant le processus de cicatrisation, avec l'idée
que la pression, répétée ou continue sur les parois cesophagiennes prévienne la
cicatrisation hypertrophique conduisant a la sténose. Les moyens utilisés peuvent
étre la dilatation a la bougie, hydrostatique au ballon, ou encore la mise en place
d'une prothése ocesophagienne immédiatement a la suite de la résection
endoscopique, dont la stabilité, en 'absence de sténose constituée, est souvent

incertaine.

a- Données chez I'animal

Les seules données disponibles concernent les prothéses cesophagiennes
préventives chez le porc. Dans deux essais, portant sur 5 et 6 animaux chacun, et
utilisant des prothéses de silicone'#® ou métalliques couvertes'44, le taux de migration

des prothéses a J7 était de 67 et 60 %, et tous les animaux développaient des
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sténoses serrées apres retrait ou migration de la prothése. L'utilisation de prothéses
biodégradables ne montrait, de méme, qu’'un effet suspensif sur la sténose
cesophagienne dans un 3 essai, avec 100% de sténoses a 9 semaines de la mise

en place des prothéses, aprés leur dégradation 92,

b- Données chez ’lHomme

Les résultats des prothéses cesophagiennes chez 'Homme sont extrémement
hétérogénes. Les études évaluent principalement des prothéses métalliques
entierement couvertes, posées immédiatement ou peu apres la résection, et extraites
a 8 semaines. Holt et al. ont évalué 12 patients avec la mise en place de prothéses
cesophagiennes métalliques couvertes aprés EMR circonférentielle: chez un tiers des
patients, la prothese devait étre extraite pour douleurs ou dysphagie, et 57.5% des
patients développaient des sténoses cicatricielles '93. D’autres auteurs rapportaient
des taux de sténose plus encourageants, de 28% dans le contexte de I'EMR
circonférentielle pour Barrett dysplasique 9 a 39 % aprés ESD, dont une majorité
d’ESD circonférentielles, et ce malgré 52% de migrations précoces '%. Enfin, une
récente étude prospective contrdlée impliquant 20 patients a retrouvé, 1 mois apres
le retrait de stents posés 8 semaines au total, au taux de sténose de 18 vs 73 %
(p<0.05), toutes les sténoses étant survenues chez des patients ayant eu une
migration de la prothése 9. Ces excellents résultats nécessitent cependant d’étre
confirmés dans de plus grandes études avant de proposer la mise en place de
protheses colteuses dans cette indication.

La dilatation préventive au ballon était la technique la plus fréquemment utilisée
en prévention des sténoses cesophagiennes post-endoscopiques, notamment au

Japon, jusqu’a la publication des données sur I'efficacité de la corticothérapie. Dans
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la mesure ou la dilatation n’a aucune raison d’améliorer la cicatrisation muqueuse ou
sous-muqueuse (au contraire, elle majore transitoirement les lésions), il pourrait
s’agir d’'un traitement curatif précoce plutét que d'un traitement préventif. Si une
unique séance préventive a 7 jours de la résection a été proposée par certains '% la
plupart des auteurs recommandent des séances itératives débutant 3 a 7 jours aprés
la résection, et en renouvelant les séances deux a trois fois par semaine jusqu’a
atteindre une cicatrisation muqueuse sans sténose, généralement vers 8 semaines
121,122,177, 188, 198,199 | es rares études controlées, rétrospectives, rapportent des taux
de sténose diminués environ de moitié, par exemple de 92 a 59% (p = 0.04) %
Cependant, les dilatations répétées des zones cicatricielles, au ballon ou a la bougie,
comportent un risque de perforation important, d’environ 1.1%. Ce risque est a
comparer au risque de 0.3% observé dans d’autres contextes cliniques '24. Compte
tenu du fait que cette stratégie nécessite en général 10 séances de dilatation ou
plus, la dilatation préventive est actuellement en passe d’étre abandonnée au profit

de la corticothérapie.

Conclusion : la prévention de la sténose cesophagienne post-endoscopique en

2016

Malgré I'abondance des études disponibles, il n’existe pas actuellement de technique
entierement satisfaisante en termes d’efficacité, de tolérance, et de colt, pour la
prévention de la sténose cesophagienne post-endoscopique. La figure 8 rappelle les
principales étapes de la constitution d’une sténose cesophagienne cicatricielle, et les

voies de prévention actuellement proposées.
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Figure 8 : Cibles potentielles pour la prévention de la sténose cesophagienne
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Les meilleurs résultats ont été obtenus avec la transplantation de feuillets
cellulaires épithéliaux, mais a des colts prohibitifs. Les bons résultats de la
corticothérapie, notamment orale, le sont au prix d’'une morbidité infectieuse
redoutable chez des patients en moyenne agés, qui ont souvent été récusés de
'oesophagectomie en raison de leur fragilité. Enfin, les résultats encourageants

observés avec certaines approches anti-fibrosantes (tranilast), protectives (PGA), ou
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mécaniques (protheses préventives) restent a confirmer dans des études de plus

large effectif.

[1l. Plan du travail de recherche

A. Travaux translationnels

L’arsenal thérapeutique disponible pour prévenir la survenue d'une sténose
cesophagienne aprés résection endoscopique étendue, circonférentielle ou quasi-
circonférentielle (i.e. dépassant les trois quarts de la circonférence cesophagienne)
est actuellement insuffisant, et la littérature ne permet pas d’établir de quelconques
recommandations. Les seuls outils actuellement disponibles et pour lesquels on
dispose de données cliniques sont les corticoides (oraux ou administrés localement
sur le site de résection), le tranilast, la dilatation endoscopique préventive de la
cicatrice, et les prothéses cesophagiennes, et leurs limites ont été exposées au
chapitre précédent. La poursuite de la recherche dans ce domaine parait donc

nécessaire.

La majorité des traitements préventifs potentiels ont été évalués chez I'animal ou
chez 'Homme a partir d’arguments de vraisemblance ou de bon sens plus que sur
une véritable base rationnelle et scientifique, en raison de la pauvreté des données
meécanistiques disponibles sur la cicatrisation oesophagienne, normale ou
pathologique. Cependant, la problématique clinique existe au quotidien, et
I'évaluation de produits ou molécules candidates est tentante, car plus rapidement

transférable chez 'Homme.
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Ainsi, notre approche a consisté a aborder la prévention de la sténose
cesophagienne selon les trois axes suivants: I'évaluation de traitements préventifs
sur le modéle préclinique porcin, I'étude mécanistique de la formation de la sténose
cesophagienne chez ’'Homme, et I'évaluation de traitements préventifs sur un modéle

murin.

1. Conduite d’essais précliniques sur modéle porcin de sténose cesophagienne

En 2006, en travaillant sur une nouvelle technique de dissection sous-muqueuse
circonférentielle simplifiée sur le porc, notre équipe a mis au point un modele de
sténose cesophagienne cicatricielle sévére '7°. Dans ce modele, une ESD
circonférentielle est réalisée sur 5 cm au tiers inférieur de I'cesophage de porc, 5 cm
au-dessus du cardia. L’objectif est de s’approcher le plus possible des conditions de
reflux — gastro-cesophagien observables chez I'Homme aprés une ESD
circonférentielle, par exemple réalisée pour le traitement d’'un cesophage de Barrett
néoplasique, sans pour autant avoir a disséquer le cardia du porc, particulierement
fibreux et épais. Dans ce modeéle, les animaux développent de fagon constante une
sténose modérée et inflammatoire a J7, et une sténose punctiforme et fibreuse a J14
146 | a dilatation de ces sténoses entraine un taux important de perforations, et n’est
donc pas envisageable '8. Quoique le porc soit un modéle de cicatrisation
cesophagienne critiquable en raison du haut taux de sténoses observé, y compris
aprés des procédures comme la radiofréquence cesophagienne, habituellement peu
sténosantes chez 'Homme 2%, on peut argumenter qu’un traitement préventif de la
sténose chez le porc serait, a fortiori, efficace chez 'Homme. En outre, les

dimensions des jeunes porcs charcutiers de 30-35 Kg utilisés a I'’école de chirurgie
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des Hépitaux de Paris, ayant un cesophage de 30 cm et environ 18 mm de diametre,

rendent possible l'utilisation du matériel d’endoscopie conventionnel.

Les premieres approches de prévention de la sténose ont été tournées vers
'approche antiproliférative, avec I'administration locale de mitomycine C dans un
essai non controlé, au résultat négatif '7°. Dans un second temps, nous avons
conduit un essai contr6lé évaluant la N-acétylcystéine, qui induit la synthése de
glutathion réduit (GSH), un tripeptide ayant une activité anti-oxydante, anti-
inflammatoire, et anti-fibrosante notamment par I'inhibition du TGF-B ; en outre, la N-
aceétylcystéine est administrable par voie orale, avec un bon profil de tolérance, des
indications potentielles chez 'Homme en prévention de la fibrose, notamment
pulmonaire 291, et un intérét démontré chez I'animal dans la prévention de la sténose
cesophagienne anastomotique 2°2. Malgré I'utilisation de doses majeures de N-
acétylcystéine, comparables a celles utilisées dans I'intoxication au paracétamol (100
mg/Kg/jour), et I'observation d’'un effet anti-oxydant en histologie dans I'cesophage
des animaux traités (diminution de I'expression de la 8-hydroxy-2’ deoxyguanosine,
un marqueur de stress oxydant, dans le groupe traité), aucune amélioration
significative des criteres de jugement clinico-endoscopiques (taux de sténose
symptomatique) ou histologiques (épaisseur ou nature de linfiltrat inflammatoire,

épaisseur de la fibrose cesophagienne) n’était observée.

Par la suite, nous avons donc choisi de poursuivre les travaux en combinant
un approche protectrice seule en utilisant un peptide auto-assemblé et une poudre
hémostatique, une approche mixte protectrice et régénérative, en utilisant la
membrane amniotique, et une approche mécanique, en utilisant les protheses
cesophagiennes (cf infra).
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2. Etude mécanistique chez ’'Homme

L’inflammation et les processus cicatriciels n'ont été que trés peu été étudiés
dans l'cesophage humain. L’essentiel des données disponibles sont issues de
modeles de rongeurs apres brllures caustiques et soulignent le role du stress

oxydatif 203,

Les données chez ’lhomme proviennent de deux cadres :

- L'cesophagite a éosinophiles 2%4, une pathologie de mécanisme allergique, dans
laguelle des sténoses fibreuses peuvent survenir; cependant, il s’agit
vraisemblablement d’'un mauvais modéle, puisque la sténose ne fait pas suite a une

lésion muqueuse mais a un épaississement progressif de la sous-muqueuse.

- Quelques données existent sur le reflux gastro-cesophagien, au cours duquel des
érosions de la muqueuse peuvent survenir, et éventuellement des sténoses
cicatricielles. L'inflammation cesophagienne y serait est activée par des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, et IL-8, mais aussi IL-5 et IL-13) et le PAF, et régulée
par l'IL-4, I'llL-10, et NFkB. La fibrose y serait principalement induite par le TGF-£,
le TNF-a induisant une transition épithélio-mésenchymateuse plutét que la
transformation des fibroblastes résidents 2%. En outre, le r6le du stress oxydatif
semble important 2%, Le réle respectif des cellules immunitaires activées (LT, PNN,
PNE, macrophages) et des cellules non immunitaires de la muqueuse (épithéliales,

endothéliales et mésenchymateuses) dans I'inflammation est encore incertain.

Aussi, nous avons, avec I'accord du CPP lle de France Il (S.C.3191), constitué une

base de données cliniques ainsi qu'une banque de tissu cesophagien, chez des
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patients ayant eu une résection muqueuse cesophagienne a haut risque et a faible
risque de sténose. Les prélevements ont été inclus en paraffine pour analyse
histologique, et également conservés dans le trizol, afin d’en extraire 'ARN pour
réaliser une étude transcriptomique permettant d’identifier une signature
transcriptionnelle  caractéristique des patients développant une sténose

cesophagienne, susceptible de les distinguer de ceux qui n’en développent pas.

3. Essais thérapeutiques sur modele de petit animal

Disposer d'un modéle de petit animal de sténose ocesophagienne post
endoscopique permettrait de dépasser certaines limites du modele porcin, que sont
le colt élevé, les doses importantes de traitements médicamenteux nécessaires, et
'absence d’utilisation aisée ou fiable de nombreux protocoles d’étude de la fibrose
mis au point essentiellement chez le petit animal. Le troisieme volet de ce travalil
consiste donc a développer un modele de sténose oesophagienne post
endoscopique sur le petit animal, qui permettrait, sur la base de I'expérience
antérieure du laboratoire (Ul 1016, Pr Batteux) dans I'étude des mécanismes de la
fibrogénése et du stress oxydatif sur la souris (essentiellement sur des modéles de
souris sclérodermiques), et également de voies d’'inflammation et de fibrogénése
déterminées par I'étude transcriptomique, d’évaluer I'intérét de différents modulateurs

pharmacologiques du stress oxydant ou de l'inflammation.
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Figure 9 : Démarche du travail de recherche
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B. Travaux cliniques

En parallele, nous avons conduit des travaux clinigues sur la résection
endoscopique des cancers superficiels de I'cesophage, tout particulierement dans le

cadre de 'adénocarcinome cesophagien.

Le premier travail, conduit au cours d’'une année de mobilité dans le centre expert
de I'’Academic Medical Center d’Amsterdam, évaluait un essai d’optimisation du

traitement de référence actuel de I'AdénoCa superficiel cesophagien, associant
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résection endoscopique par mucosectomie et ablation de I'cesophage de Barrett
résiduel par radiofréquence. Ces traitements sont usuellement réalisés en deux
temps, et nous avons cherché a en évaluer la faisabilité au cours d’une seule et

méme séance de traitement endoscopique.

Le second travail évaluait lintérét de la dissection-sous-muqueuse
endoscopique dans la résection de I'adénocarcinome superficiel de 'cesophage. En
effet, ce traitement endoscopique, quoique développé depuis le milieu des années
2000 au Japon, a été essentiellement utilisé dans I'cesophage pour le traitement des
carcinomes épidermoides. La possibilité de résection en bloc de Iésions étendues a
permis d’améliorer significativement les résultats oncologiques, notamment en ce qui
concerne la récidive locale 5. Compte tenu de la relative rareté de I'cesophage de
Barrett et des adénocarcinomes cesophagiens en Asie, les séries évaluant 'ESD
dans le traitement de 'AdénoCa sont peu nombreuses. Nous avons donc entrepris
d’analyser I'expérience locale de I'Hépital Cochin dans ce domaine, a partir d’'une

base de données collectées prospectivement.
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Présentation des travaux

Travaux translationnels

A. Conduite d’essais précliniques sur modeéle porcin de sténose

ocesophagienne

1. Intérét de la membrane amniotique humaine en prévention de la sténose
cesophagienne aprés dissection sous-muqueuse cesophagienne

circonférentielle

Amniotic membrane grafts for the prevention of esophageal stricture after
circumferential endoscopic submucosal dissection.
Barret M, Pratico CA, Camus M, Beuvon F, Jarraya M, Nicco C, Mangialavori L,

Chaussade S, Batteux F, Prat F. PLoS One. 2014 Jul 3;9(7):e100236.

Les greffons de membrane amniotique humaine (MAH), qui agissent comme des
pansements biologiques avec une activité anti-fibrosante et anti-inflammatoire, sont
déja largement utilisée chez I'Homme, en particulier dans le traitement des
ulcérations cornéennes 2%7. Dans ce travail, nous avons évalué I'efficacité de la MAH
dans la prévention des sténoses cesophagiennes aprés dissection sous-muqueuse
endoscopique circonférentielle sur un modele porcin. Il s’agissait d’'une étude
prospective, randomisée et contrdlée impliquant 20 animaux ayant tous eu une ESD
circonférentielle du bas cesophage sur 5 cm. Dans le groupe traité par MAH (n=10),
les animaux recevaient des greffons de MAH appliqués a l'aide d’'une prothése
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plastique laissée en place dans I'cesophage. Un sous-groupe de 5 animaux était
sacrifié a J14 (AM1), et 5 autres animaux (groupe AM2) étaient laissés en vie. Un
second groupe de 5 animaux (groupe ES) recevait exclusivement une prothese
cesophagienne plastique, et un troisieme groupe de contréles (n = 5) était
simplement surveillé aprés 'ESD. Le taux de sténose cesophagienne symptomatique
a J14 était de 33%, 40%, et 100 % pour les groupes AM, ES, et les contréles,
respectivement. La différence était statistiquement significative entre les controles et
le groupe AM (p = 0.03). Les diameétres oesophagiens étaient respectivement de 5.8,
6.8, et 2.6 mm a J14 respectivement pour les groupes AM, ES, et contréles, sans
que cette différence soit statistiguement significative. Tous les animaux du groupe
contrdle développaient une sténose cesophagienne symptomatique a J14, tandis que
les animaux des groupes AM et ES survivaient sans sténose jusqu’a J35 au plus.
L’épaisseur de fibrose cesophagienne était de 0.87 mm (0.78-1.72) pour le groupe
AM1 contre 1.65 mm (0.7-1.79) pour le groupe contréle (p = NS), et les autres
critéres de jugement, histologiques (épaisseur du tissu de granulation, type d’infiltrat
inflammatoire, longueur du néoépithélium, expression de I'a-SMA) ou biologiques
(activité des marqueurs du stress oxydatif dans la paroi cesophagiennes), ne
révelaient aucune différence statistiquement significative entre les groupes. En
conclusion, I'application de greffons de membrane amniotique humaine permettait de
retarder I'apparition d’'une sténose cesophagienne, sans que son effet soit cependant
significativement différent de I'application d’'une prothése cesophagienne seule. Ces
résultats posent la question de la stabilité de la membrane amniotique dans

I'cesophage.
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Abstract

Background and Aims: The prevention of esophageal strictures following circumferential mucosal resection remains a
major dinical challenge. Human amniotic membrane (AM) is an easily available material, which is widely used in
ophthalmology due to its wound healing, anti-inflammatory and anti-fibrotic properties. We studied the effect of AM grafts
in the prevention of esophageal stricture after endoscopic submucosal dissection (ESD) in a swine model.

Animals and Methods: In this prospective, randomized controlled trial, 20 swine underwent a 5 cm-long circumferential
ESD of the lower esophagus. In the AM Group (n=10), amniotic membrane grafts were placed on esophageal stents; a
subgroup of 5 swine (AM 1 group) was sacrificed on day 14, whereas the other 5 animals (AM 2 group) were kept alive. The
esophageal stent (ES) group (n=5) had ES placement alone after ESD. Another 5 animals served as a control group with
only ESD.

Results: The prevalence of symptomatic strictures at day 14 was significantly reduced in the AM group and ES groups vs.
the control group (33%, 40% and 100%, respectively, p=0.03); mean esophageal diameter was 5.8+3.6 mm, 6.8+3.3 mm,
and 2.6* 1.7 mm for AM, ES, and control groups, respectively. Median (range) esophageal fibrosis thickness was 0.87 mm
(0.78-1.72), 1.19 mm (0.28-1.95), and 1.65 mm (0.7-1.79) for AM 1, ES, and control groups, respectively. All animals had
developed esophageal strictures by day 35.

Conclusions: The anti-fibrotic effect of AM on esophageal wound healing after ESD delayed the development of esophageal
stricture in our model. However, this benefit was of limited duration in the conditions of our study.
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Introduction

Endoscopic therapy has become a valid therapeutic option in
the management of Barrett's esophagus (BE) complicated with
high grade dysplasia or early adenocarcinoma [1]. The treatment
can be limited to the resection or ablation of neoplasia, but can
also be aimed at eradicating the entire metaplastic mucosa [1].
Hence, techniques allowing circumferential treatment of the
esophageal mucosa are required. To achieve this goal, either
mucosal resection (using EMR or submucosal dissection) or
radiofrequency ablation, or a combination of methods may be
used [2]. Radiofrequency ablation has a number of limitations: it is
restricted to flat lesions, does not allow for histological analysis of
ablated tissues, lacks long-term (>3 years) efficacy data [3], and
subsequent follow-up appears to be difficult, with cases of buried
metaplasia, high grade dysplasia and adenocarcinoma reported
after complete BE eradicadon [4]. Endoscopic mucosal resection is

PLOS ONE | www.plosone.org

feasible, even in circumferential BE [5], but requires piece-meal
resection, with suboptimal histological analysis and a risk of
residual dysplastic mucosa; furthermore, circumferential mucosal
resection leads to severe esophageal strictures in around 37% to
92% of cases [5,6,7], as previously reported in mucosal defects
mvolving more than three-quarters of the esophageal circumfer-
ence [8]. Circumferential endoscopic submucosal  dissection
(CESD) could be the optimal therapeurtic option in the setting of
complicated circumferential BE, but is time-consuming, and
results in severe esophageal strictures in up to 75% of cases in
humans [9,10], To address the first problem, we developed a
CESD technique on a swine model allowing for safe en bloc
resection of 5 em-long cylinders of esophageal mucosa and
submucosa in less than an hour [11]. However, this procedure
led to a 100% stricture rate by day 14. Thus, the question of post-
endoscopic  esophageal stricture  prevention remains to be
addressed.
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Human ammniotic membrane (AM) consists of an avascular
stroma and a monostratified cylinder cell epithelium expressing
very few histocompatibility antigens [ 12]. Therefore, it is not likely
to induce immune rejection. AM promotes epithelial growth
through the secretion of epithelial growth factors (EGF, KGF and
HGF) [13] and by playing the role of a scaffold supporting
epithelial cell proliferation and migration. Secondly, AM has anti-
angiogenic properties, possibly associated with the presence of
thrombospondin | and of potent neoangiogenesis inhibitors (tssue
mhibitors of metalloproteinases or TIMPs) [14], both in the
epithelium and the stroma of AM [15,16]. Thirdly, AM has anti-
inflammatory and anti-fibrotic potential, related to the presence in
the AM of all four types of TIMPs, interleukin | receptor
antagonist, and interleukin 10 [15]. AM inhibits TGFB synthesis
and myofibroblastic differentiation, which strongly supports the
hypothesis of AM possessing ant-fibrotic properdes [15,17.18].
Furthermore, as reported in the setting of precclampsia, the
presence of lactoferrin m AM can also result in its anti-oxidant
properties [19]. AM has been tested in various medical fields to
promote wound healing, especially in burns or skin ulcers [20],
and is currently used in ophthalmology for ocular surface
reconstuction, especially in the treatment of corneal ulcers [21].
It may be used as a graft, with the stroma applied on the wound,
or as a patch, with the epithelial layer placed towards the wounded
tissue, in order to temporarily cover the wound and deliver the
growth factors contained within the epithelium directly to the
lesion [16].

Based on this rationale, we conducted a randomized controlled
trial on a swine model in order to assess the role of AM grafts m
the prevention of esophageal stricture development after CESD.

Animals and Methods

Animal experiments

The experimental protocol received approval from the Institu-
tional Review Board of the Paris School of Surgery (Ecole de
Chirurgie de I'Assistance Publique - Hépitaux de Paris, Paris,
France), and experiments were performed according to the
Standard Guidelines of the French Ministry of Agriculture, which
regulates animal research in France. All efforts were made to
minimize suffering.

Twenty 30-35 kg swine originating from the same farm were
used in the smdy. The animals were randomly allocated to groups
as follows: meatment by AM applied using an esophageal stent
(n=10), esophageal stent (ES) placement alone (n=5) or control
group (n=75). The animals were accommodated at our facility
48 hours before the procedure took place. Endoscopies were
performed under general anesthesia. All animals were prepared
for anesthesia with a 12-hour diet and were admmistered an
intramuscular injecion of 10 mg/kg ketamine and 2 mg/kg
azaperone, 30 minutes before induction. Following induction with
8 mg/kg intravenous 1% propofol and endotracheal intubation,
anesthesia was maintained through the mhalaton of 1% to 2%
isoflurane. Animals received an intravenous infusion of 10 mg/kg/
h erystalloid solution.

Study design and group allocation

Since esophageal srictures are known to occur around the 14"
postoperative day in our model [22], a subgroup of 5 animals in
the AM group was randomly selected at inclusion (AMI1 group,
n=135), to be sacrificed at day 14, in order to obtain histological
data to be compared to the control group at the same time interval
from ESD. The rest of the AM group (AMZ2 group, n=15) was
followed-up.
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ESD procedure

Upper gastrointestinal endoscopies were performed using a
standard gastroscope (Fujinon EG450D, Fujinon, Sataima, Japan),
through an overtube. A senior endoscopist carried out or directly
supervised the procedure at all imes. Circumferential submucosal
endoscopic dissection of the distal third of the esophagus was
performed as previously described [11,22]. Briefly, two circum-
ferential incisions reaching the superficial submucosal layer were
made after submucosal injection of indigo carmine-stained saline;
these two incisions defined a mucosal cylinder of 5 em in the lower
third of the esophagus, 5 em above the gastroesophageal junction.
The cylinder was removed by blunt submucosal dissection, using a
distal transparent attachment as used for EMR and ESD (ST
HOOD DH-19 GR, Fujinon, Sataima, Japan), which allowed
cleavage of the mucosa and superficial submucosa from the
underlying submucosa by gently scraping the esophageal wall in a
back and forth motion, from the proximal to the distal incision.
The resected mucosal cylinder was then retrieved using the
endoscope’s suction channel.

Amniotic membrane application

AM grafts that were cryopreserved at —80°C: were obtained
from the Human Tissue Bank in the St Louis Hospital, Paris,
France, after standardized processing [21], and were brought to
the Paris Surgery School in dry ice. After 30 minutes of defrosting
at room temperature, AM grafis of approximately 16 em” were
stained in a sterile saline and indigo carmine bath to allow for
easier identification after application.

We conducted preliminary experiments to determine the best
modality for AM application. The over the scope application of
AM, using clips to attach the AM to the esophageal wall, or the
through the scope AM application, using a diladon balloon (as
described with porcine small intestinal submucosa by Nieponice et
al. [23]), were not satisfactory, because of the fragility of AM. AM
application using a self-expanding plastic esophageal stent was
found to be the optimal technique, Stent removal was planned on
day 7, in order to distinguish the role of AM and from the stent.

After ESD, one to two (depending on the size of the graft) AM
grafts were wrapped around extractible esophageal stents with a
diameter of 16-20 mm and a length of 9 em (Polyflex, Boston
Scientific, Natick, MA). The epithelial side was placed towards the
esophageal wall, and attention was paid to the fact that the entire
wound area had to be covered. A non-resorbable surgical suture
was tied at the proximal end of the stent (Mersutures 1, Ethicon,
Sommerville, NJ) to facilitate fixation to the esophageal wall and
repositioning if necessary, The stent was then loaded and placed
under fluoroscopic guidance, AM graft placement is shown in
figure 1. Endoscopic control of stent placement was performed,
and was attached to the esophageal wall by a dip (Resolution,
Boston Scientific, Natick, MA) through the suture to prevent stent
migration.

Postoperative care and follow-up

A seven-day course of omeprazole 40 mg/day and broad
spectrum antibiotics was administered: 10 mg/kg extended release
benzathine benzylpenicillin G and penicillin procain (Duphapen,
Pfizer, NY, NY) for the first four days followed by | g/day
amoxicillin (Clamoxyl, GSK, Brentford, UK) for three days. The
animals were given a liquid diet following each procedure, and
were gradually introduced to a solid food diet. Follow-up included
daily visits, weekly veterinary examinations, and esophagogastros-
copy. Clinical data including hehavior, quantitative and qualita-
tive assessment of food intake and the occurrence of regurgitation
or vomiting were collected on a weekly basis. The width of the
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Figure 1. Application of amniotic membrane grafts on
esophageal wounds. A: esophageal stent with attached non-
absorbable suture; B: blue-stained amniotic graft on a nitrocellulose
sheet after defrosting; C: amniotic membrane apposition on the
external side of a Polyflex stent; D: esophageal stent coated with
amniotic membrane graft loaded in the stent catheter; E: endoscopic
view of the coated esophageal stent in the esophagus; F: esophageal
stent clipped to the esophageal wall using the suture.
doi:10.1371/journal.pone.0100236.g001

esophageal lumen in the operated area was measured using the
open jaws of biopsy forceps. Esophageal stricture was diagnosed
when the esophageal lumen was narrower than the threshold of
9 mm, i.e. when the 9 mm endoscope could not pass through the
esophageal lumen and reach the stomach. Symptomatic esopha-
geal stricture was defined by the associadon of a strictured
esophagus diagnosed by endoscopic examination (with an
esophageal lumen narrower than 9 mm), and the presence of
associated symptoms, such as anorexia, vomiting or regurgitation.
When a symptomatic esophageal stricture (confirmed by
endoscopy) occurred, animals were euthanized with a 100 mg/
kg intravenous injection of pentobarbital (Dolethal, Vétoquinal,
Paris, France), and underwent necropsy with en bloe esophagecto-
my. Gross morphology analysis was performed, esophageal
samples from strictured and healthy zones were taken and frozen
at —80°C, and the remaining esophagus was fixed in 10%
buffered formalin. The same procedure was applied to the animals
in the AM 1 group, which were sacrificed on day 14 after ESD.

Histological analysis

After gross morphological examination of the size, weight, and
thickness of the esophageal wall, esophageal samples from healthy
and wounded areas were taken and frozen at —80°C. Specimens
were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin, and
processed nto 5 pm-thick sections. Slides were then stained with
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hematoxylin eosin and saffron (HES), and Masson’s richrome, as
part of the histological examination. Sldes of interest were
digitized by an NDPI Nanozoomer (Hamamatsu photonics,
Hamamatsu City, Japan), and submitted to semi-quantitative
analysis of fibrosis, granulatdon tissue, and inflammatory cell
mfiltrate by a senior pathologist expert in digestive pathology (FB).
The following measurements were made on each digitized image
of trichrome-stained slides: a) maximal thickness of fibrosis
extending between the muscularis propria and the epithelium; b)
maximal thickness of granulation tissue extending between the
esophageal lumen and the submucosal fibrosis; and ¢) length of re-
epithelialization, by measuring the neoepithelium characterized by
round immature epithelial cells without native epithelial crest and
chorionic papillae  or parakeratosis. The inflammatory cell
nfiltrate was characterized as acute (predominance of polynuclear
cells, high cell density) or chronic (predominance of lymphocytes
or plasmocytes, low ecell density). Immunohistochemistry on
paraffin sections was performed with a rabbit polyclonal antbody
to alpha smooth muscle actin (ah5694, Abcam, Cambridge, UK)
and a goat polyclonal Secondary Antibody to Rabbit IgG - H&L
(HRP) (ab97051, Abcam, Cambridge, UK), in order to assess the
mtensity of myofibroblastic reaction i the esophageal wall.

Oxidative stress measurements

Frozen ecsophageal samples were defrosted, chopped and
ground in ripa, and then centrifuged at 5000 rpm for 10 mn at
room temperature. The supernatant was carefully removed,
diluted and aliquoted, and the following oxidative stress measure-
ments were performed: superoxide dismutase (SOD) cellular
activity was assessed by tetrazolium nitroblue reduction technique,
as described by Beauchamp and Fridovich [24], and read at
550 nm; catalase cellular activity was determined by ultraviolet
spectroscopy at 450 nm, as described by Aebi [25]. Advanced
axidation proteic products were measured by spectrophotometry,
according to Witko-Sarsat [26], using chloramine T, and 365 nm
absorbance on a Fusion reader (Fusion, Perkin Elmer, Wellesley,
MA, USA). Carbonyl derivatives associated with oxidative stress
and circulating thioredoxin were measured using dinitrophenylhy-

Symptomatic esophageal stricture rate at day 14
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Figure 2. Symptomatic esophageal strictures rates at day 14.
doi:10.137 V/joumnal. pone 0100236.g002
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Table 1. Clinical and endoscopic evaluation on the 14'" postoperative day.

AM group (n=10) ES alone group (n=5) Control group (n=5) p

Food intake n - (%)

Diet

Nomal/doughy 9-90% 3-60% 1-20% 0.008 (AM vs. Control group)

Liquid/no food intake 1-10% 2-40% 4-80%

Tolerance

Normal 8-80% 5-100% 1-20% 0.048 (ES vs. Control group)
0.047 (AM vs. Control group)

Regurgitations/vomiting 2-20% [} 4-80%

Endoscopic evaluation n - (%)

Esophageal stricture 8-80% 4-80% 5-100% NS

Symptomatic esophageal stricture 3-33% 4-40% 5-100% 0.03 (AM vs. Control group)

Esophageal diameter* 58%+3.6 6.8+3.3 26=+1.7 NS

* mean = standard deviation, in mmy;
NS: non significant.

AM: amniotic membrane.

ES: esophageal stent.
doi:10.1371/journal pone.0100236.t001

drazine. Total glutathione dosage was assessed using the 5, 5'- tration of each sample (bovine serum albumin microbiuret assay,

dithiobis(nitro-2-benzoic) or DNTB technique. Finally, nitrates Pierce, Bezons, France).

were measured through the cadmium method, The activity of

antioxidant enzymes and cellular content in oxidative stress Statistical analysis

metabolites was normalized with respect to the protein concen- Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Continuous data are

Figure 3. Histological analysis of the swine esophagus after Masson’s trichrome staining. A: swine from the control group, sacrificed at
day 14, with major fibrosis measured at 1.79 mm and thick granulation tissue measured at 0.65 mm, original magnification 12.5x; B: swine from the
AM 1 group (amniotic membrane graft and early sacrifice scheduled at day 14), without esophageal stricture, with minimal fibrosis and mostly
granulation tissue, measured at 0.94 mm, original magnification 10x; C: swine from the AM 2 group sacrificed at day 21, exhibiting major re-
epithelialization measured at 8.06 mm, original magnification 15x; D: granulation tissue with features of acute inflammation, as observed in the early
phase of esophageal wounds: high cell density, predominance of polynuclear cells (black arrow), fibrino-leucocytary network (blue arrow), and typical
palissadic vascular growth (red arrows), original magnification 400x.

doi:10.1371/journal.pone.0100236.g003
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Figure 4. Immunochistochemistry staining with anti-aSMA
antibody, original magnification x200. Strong signal (brown
spots) attesting high myofibroblastic activity (panel A, black arrow)
and high vascular density (panel A, white arrow) in control (A); nearly
absent signal in MA-treated swine (B).
doi:10.1371/journal.pane.0100236.g004

expressed as median values and range or mean * standard
deviation, as appropriate, and compared with a non-parametric
Kruskal-Wallis test, followed by a Dunn’s multiple comparison
test. Categorical data are expressed as percentages and compared
with a Fisher’s exact test. A p value <<0.05 was considered to
indicate statistical significance.

End points

The primary end point was the prevalence of symptomatic
esophageal smicture at day 14 following ESD.

Secondary endpoints were: incidence of esophageal stricture at any
time, global clinical evaluation and food intake at day 14, diameter of
the esophagus measured via endoscopy, width of fibrosis, thickness of
inflammartory granulation tssue and length of re-epithelialization in
the esophageal wall, intensity of myofibroblastic reaction on
immumehistochemistry, and intensity of oxidative stress in the
esophageal wall.

Results

Twenty swine were included in the smdy. The median (range)
length of the resected esophageal mucosa was 5 (3-8) cm at a
median (range) distance of 5 (2-5) from the esophagogastric
junction, The median (range) time needed to complete ESD was
31 (17-80) min. Five minor adverse events, including two
spontaneously resolving submucosal hemorrhages (in the control
group), two ESDs beyond the esophagogastric junction (one in the
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AM 2 and one in the ES group), and an asymptomatic breach of
the muscularis propria (in the AM 2 group) were recorded.

A symptomatic esophageal stricture occurred in 33%, 40% and
100% of the swine in the AM, ES and control groups, respectively
(p=0.03 for AM vs. and ES vs. control group comparisons), as
shown in figure 2. Clinical and endoscopic evaluation is described
in table 1. Proximal or distal location of the esophageal stricture, as
well as endoscopic features of the esophageal scar (re-epithelial-
ization, erosions or ulcerations), were not significantly different
among the 3 groups. Esophageal stents were sall found in the
esophagus in about 50% of the cases at day 7, equally distributed
m all groups (3/5, 3/5, and 2/5 in AM 1, AM2, and ES group,
respectively), and all of the remaining stents were removed at that
time. The median (range) stricture-free survival was significantly
different between the AM and control groups (22 (20-35) days
vs. 14 (14-14) days, p=0.0005, HR =49.4, 95%CI [5.44— 448.8]),
and between the ES and control groups (21 (14-31) days vs.14
(14-14) days, p=0.014, HR=20.09, 95%CI [1.82-221.5]);
however, the median stricture-free survival was not significantly
different between the AM and ES groups (22 (20-35) days vs. 21
(14-31), p=0.85, HR = 1.14, 95%CI [0.31 4.16]). By day 35 after
ESD, all ammals had developed a symptomatic esophageal
stricture,

Gross morphology showed whitish esophageal scars suggesting
complete re-epithelialization in 90% of cases, and peri-esophageal
Iymphadenopathy. Histological study after Masson’s trichrome
staining allowed the first confirmation that the dissection had
reached the submucosa in all cases, and the first layer of the
muscularis propria in half of the cases. The median (range) fibrosis
thickness varied from 0.87 (0.78-1.72) mm in the AM | group to
1.65(1.7-1.79) mm in the control group (p =NS). Thickness of the
granulation tissue varied from 0.43 (0.3-0.65) mm in the control
group to 0.53 (0.25-3.94) mm in the AM 1 group (p=NS).
Features of acute mflammatory infilradon were found in 10%,

60%, 40% and 60% of swine in the AM2, AMI, ES, and control

groups, respectively (p=NS§). The length of the neoepithelium
ranged from 3.04 mm in the AM 1 group to 7.05 mm in the AM 2
group, without any statistically significant differences. Histological
results are shown in table 2 and Masson’s wrichome-stained slides
are shown in figure 3. Immunohistochemistry staining with anti-
2SMA antibodies allowed for the semi-quantitative assessment of
myofibroblastic activity: mean signals were 1.60+0.89 and
1.25%£0.5 and mean vascular density was 2%0.71 and
2.25x0.96 (p=N8§) in the AMI and control groups, respectively.
Representadve findings of the immunohistochemistry staining with
anti-oSMA antbody are shown on Figure 4.

Oxidative stress marker measurements in frozen esophageal
tissue samples of strictured or normal esophagus were performed
in 13 animals (4 in the AM 1 group, 5 in the AM 2, and 4 in the
control group). No statistically significant differences  were
evidenced with regard to SOD or catalase activity, advanced
oxidation proteic products, carbonyl derivatives, thiol group (total
glutathione] or nitrate concentrations between the different
groups. The data are presented in figure 5.

Discussion

Esophageal stricture development after endoscopic resection
can be explained by two main mechanisms:

The first is the absence of the barrier effect of the epithelium,
resulting in submucosal exposure to physical or acid aggression.
Epithelial growth factor mjection [27], keratinocyte injection [28]
or biological dressing using extracellular matrix scaffolds [23,29],
or allo/autogenic epithelial layers [30] have been used to address
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Table 2. Histological evaluation of the esophageal wounds.

Amniotic Membrane Grafts for Esophageal Stricture

AM 1 group” (n=5) AM 2 group™ (n=5) ES group® (n=5) Control group (n=5) P
Depth of the dissection
n - (%)
Submucosa 2-40% 2-40% 2-40% 3-60% NS
Muscularis propria 3-60% 3-60% 3-60% 2-40%
Esophageal fibrosis* 0.87 (0.78-1.72) 1.53 (1.15-2.26) 1.19 (0.28-1.95) 1.65 (0.7-1.79) NS
Granulation tissue® 0.53 (0.25-0.94) 0.52 (0.23-0.79) 0.43 (030-243) 043 (0.30-0.65) NS
Acute inflammatory cell infiltrate n - (%) 3-60% 1-20% 2-40% 3-60% NS
Reepithelialization* 3.04 (2.00-5.13) 7.05 (2.23-928) 5.07 (229-104) 486 (1.23-189) NS

*Median (range), in mm;
NS: non significant.
“: AM1 group: pigs treated with amniotic membrane and sacrificed at day 14.

*: ES group: pigs with esophageal stent placement alone after ESD.
do0i:10.1371/journal pone.0100236.t002

this problem. None of these techniques have proven to be effecave
in CESD. Furthermore, there are concerns about the feasibility of
such techmques in routine practice, given their high costs.

The second is represented by uncontrolled inflammatory and
pro-fibrotic mechanisms nvolved in the wound healing process,
mcliding reactive oxygen species. Anti-inflammatory medications,
such as pentoxifylline and interferon alpha [31], penicillamine
[32], ant-oxidants (vitamin C and E, N acetyleysteine) [33,34],
anti-fibrotic treatments, such as halofugidone [35] or corticoste-
roids [36], ant-mitotic drugs such as 5S-fluorouracile [37] or
mitomycin C [38], have been tested with msufficient results to
consider their use in clinical practice. Steroid administration by
local injection or by the systemic route showed promising results
[10,36]. However, other authors have reported delayed healing of
esophageal ulcers, poor outcomes in terms of stricture prevention,
and serious infections adverse events related t local steroid
therapy [39], and there are concerns of potential infectious adverse
events, in the case of the systemic administration of corticosteroids
after esophageal CESD,

We aimed to determine whether grafts of AM, a readily
disposable and low cost material with previous clinical experience
in humans, would be able to prevent esophageal stricture after
esophageal CESD. The rationale for this hypothesis was the ability
of AM to create a mechanical barrier and stimulate epithelial
growth, as well as its anti-inflaimmatory and anti- fibrotic
propertes,

AM grafis allowed for a dramatic reduction of the symptomatic
stricture rate on the 14" postoperative day, from 100% in the
control group to 33% in the AM group (p=0.03). However, we
did not evidence any statistically significant differences between
AM and ES groups in terms of symptomatic stricture rates at day
14 after CESD or time of onset of a symptomatic stricture. We
observed statistically significant differences in food tolerance
between the AM and control groups, and a lower rate of
esophageal strictures (80% wvs. 100% in the AM and control
groups, respectively), with a higher mean esophageal diameter
(5836 mm vs. 2.6 1.7 mm in the AM and control groups,
respectively). All groups had similar CESD depth, with CESD
reaching the surface of muscularis propria in almost half of the
cases. Hence, histological specimens should be comparable
between the groups. At day 14 after CESD, the median thickness
of esophageal fibrosis in the AM | group was almost half that
reported in the control group (0.87 mm (0.78-1.72) vs. 1.65 mm
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: AM2 group: pigs treated with amniotic membrane and sacrificed at symptomatic esophageal stricture occumrence.

0.7-1.79), respectively). However, swine m the AM 2 group
showed major esophageal fibrosis, suggesting that the benefit of
AM application was only transient. Survival time, but not AM
application, impacted the nature of the granulation tissue: swine
from the AM 2 group exhibited features of chronic granulation
tissue (predominance of lympho-plasmocytes, low cell density)
compared with swine from groups sacrificed at day 4. No
differences in the thickness of the granulation fssue were
evidenced. We did not observe any correlation between the depth
of CESD and fibrotic or inflammatory parameters in the
esophageal wall. AM did not result in higher re-epithelialization,
either in groups with early sacrifice (3.04 (2.00-5.13) mm vs. 4.86
(1.23 18.9) mm for AM | and the control group, respectively), or
i groups with late sacrifice (7.05 (2.23-9.28) mm vs. 5.07 (2.29
10.4) mm in in the AM 2 and ES groups, respectively). Only the
longer survival appeared to explain the longer neo-epithelia.
Immunohistochemical analysis with anti-SMA staining did not
show any significant changes in myofibroblastic activity or vascular
density in the treated and control groups. Also, we did not find any
differences in the patterns of oxidative stress activity in the
esophagus of treated and control groups.

Our study presents several limitations: firstly, endoscopic
measurement of the esophageal lumen with a 7 mm biopsy
forceps is imprecise and may vary with the degree of insufflation;
however, estimation of the esophageal diameter on gross
suboptimal, because of the
retraction of tissue samples, The percentage of reduction of
esophageal lumen on esophagogram [40], or the smicture index
(parieral thickness/luminal diameter) [27] do not seem to be any
more accurate. Esophageal diameter might be more accurately

morphology specimens is  also

assessed on fluoroscopic images of the esophagus after opacifica-
tdon: however, fluoroscopy was not available on a regular hasis in
the setting of our smdy. Secondly, our swine model exhibits higher
stricture rates and more severe strictures than Humans: therefore,
repeated esophageal dilations (as performed in humans) are
meffective and lead to esophageal perforations. This explains the
lack of data after day 35 in our study, since animals had to be
sacrificed when a symptomatic stricture occurred. It must also be
noted that data on the stricture rate at day 14 in similar swine
models are lacking in the literature [41,42], Thirdly, the high rate
of esophageal stent migration (despite their fastening to the
esophageal wall with a clip) in a non-strictured esophagus might
partly explain our results: it was not possible to determine how
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Figure 5. Oxidative stress markers measurements in tissue samples of strictured or normal esophagus; performed in control, AM1

and AM 2 groups.
doi:10.1371/journal.pone.0100236.g005

long the AM remained applied to the esophageal wound, and early
stent migration may have jeopardized the effect of AM. Indeed, all
animals with early stent migration (before day 7) had an
esophageal stricture on day 14. Conversely, four out of the eight
animals with the esophageal stent in place at day 7 developed an
esophageal stricture a week later. Our numbers are in accordance
with those of Rajan et al., who reported a stent migration rate of
67% in a similar setting [39] [39]. In a recent work, semi-covered
esophageal stents were used in non-strictured esophagus, with
satisfactory results in terms of stability [29]. The use of similar
metallic semi-covered stents might be required in future studies,
AM grafts resulted in significant reductdon of symptomatic
esophageal stricture rate on the l4th postoperative day. This
finding could be explained by a major reduction of the thickness of
esophageal fibrosis in AM-treated swine, however not statistcally
significant, given the small numbers of animals in our study.
However, this benefit was only temporary, and all ammals
developed symptomatic esophageal stricture before the 55"
postoperative day. Furthermore, our work did not show any
statistically significant differences between swine with AM and ES
placement and swine with ES placement alone. Despite the
rigorous study conditions apphed, we did not find any evidence m
the esophagus for the anti-mflammatory, anti-angiogenic, anti-
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oxidant or pro-re-epithelialization properties of AM deseribed in
ophthalmology or dermatology. This may be explained by local
conditions of the esophageal lumen, with chemical (acid) and
mechanical (food) aggressions, and a high rate of early esophageal
stent migration which occurred in almost half (7/15) of cases at
day 7. Furthermore, ophthalmological studies have shown that
AM grafts are usually degraded within 14 days [ 16], which might
also explain the development of strictures past the second
postoperative week. A second application of AM at day 14 might
confirm this hypothesis, but would result in a cumbersome
protocol. Hence, in conclusion, AM graft application does not
appear to be an effective method for post-ESD  stricture
prevention, and further work is needed to develop a stable
wound-covering agent with biological ant-fibrotic activity in this
setting.
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2. Evaluation d’'une poudre hémostatique en prévention de la sténose

cesophagienne aprés dissection sous-muqueuse endoscopique circonférentielle.

Topical hemostatic powder promotes reepithelialization and reduces scar formation
after extensive esophageal mucosal resection.
Beye B, Barret M, Alatawi A, Beuvon F, Nicco C, Pratico CA, Chéreau C, Chaussade

S, Batteux F, Prat F. Dis Esophagus. 2016 Aug;29(6):520-7

La poudre hémostatique minérale TC-325 (Hémospray®, Cook, Limerick, Irlande),
appliquée par voie endoscopique, forme un film adhérent aux zones hémorragiques
du tube digestif, dont I'efficacité est bien établie dans le contréle d’'un saignement
actif, initialement dans le traitement de plaies de guerre, puis dans celui de Iésions
hémorragiques du tube digestif. Des cas, non publiés, de cicatrisation rapide de
plaies cutanéo-muqueuses, dans un délai inférieur a la durée attendue, ont
également été observés aprés application de poudre. Nous avons émis I'’hypothése
que ce film pourrait avoir une action protectrice de la plaie cesophagienne succédant
a une résection endoscopique circonférentielle, et ainsi limiter la réaction
inflammatoire locale aboutissant a la fibrose et a la sténose cesophagienne. Nous
avons conduit une étude prospective contr6lée incluant 20 animaux ayant tous une
ESD circonférentielle de I'cesophage sur 6 cm. Le groupe 1 (n=10) servait de
contrdle, et le groupe 2 (n=10) recevait des applications d’Hémospray) a J0, puis J2,
J4 et J7. A J14, le groupe traité par Hémospray présentait 60% de sténoses
symptomatiques (contre 100% dans le groupe contrle, p= 0.09), un diamétre
médian de I'cesophage supérieur (2 mm [1-3] vs. 3 mm [2-4], P = 0.01), et une

amélioration statistiquement significative des parametres histologiques tels que
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'épaisseur de la fibrose ocesophagienne, du tissu de granulation, et une
réépithélialisation plus importante. Les dosages sériques de marqueurs de
l'inflammation (IL-1B, IL-6, TNF-a) et de la fibrose (TGF-B) par Elisa retrouvaient une
diminution du taux de TGF-B a J14 dans le groupe traité (p = 0.01). En conclusion,
'Hémospray, sans empécher totalement la formation de sténoses cesophagiennes
cicatricielles dans ce modeéle porcin particulierement sténosant, démontrait un effet
significatif sur la cicatrisation ocesophagienne avec un plus large diameétre

cesophagien a J14, et une inhibition de I'inflammation et de la fibrose cesophagienne.
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Topical hemostatic powder promotes reepithelialization and reduces scar
formation after extensive esophageal mucosal resection

B. Beye,"?* M. Barret,'?3 A. Alatawi,' F. Beuvon,** C. Nicco,»® C. A. Pratico,! C. Chereau.??
S. Chaussade.'? F. Batteux >** F. Prat'*?

Departments of 'Gastroenterology, * Pathology, and ° Immunology, Cochin Hospital, *Faculté Paris Descartes,
and *Inserm Unit 1016, Paris, France

SUMMARY. The development of techniques for endoscopic resection has provided new strategies for radical
conservative treatment of superficial esophageal neoplasms, even those that are circumferential, such as Barrett’s
neoplasia. However, it is necessary to prevent the formation of scar tissue that can be responsible for esophageal
strictures following circumferential resection. Preliminary data have suggested the possible efficacy of a hemostatic
powder in the promotion of wound healing. The study aims to assess the effectiveness of Hemospray (Cook
Medical) in a swine model of post-endoscopic esophageal stricture. Our prospective controlled study included 21
pigs. A 6-cm circumferential submucosal dissection of the esophagus (CESD) was performed in each pig. Group 1
(n = 11) only underwent CESD and Group 2 (n = 10) had repeated Hemospray applications after CESD. Clinical,
endoscopic, and radiological monitoring were performed, blood levels of four inflammatory or pro-fibrotic
cytokines were assessed, and histological analysis was performed. Median esophageal diameter was greater in the
group treated with Hemospray (2 mm [1-3] vs. 3 mm [2-4], P = 0.01), and the rate of symptomatic esophageal
stricture was 100% and 60% in Groups 1 and 2, respectively (P = 0.09). The thicknesses of esophageal fibrosis and
inflammatory cell infiltrate were significantly lower in Group 2 than in Group 1 (P = 0.002 and 0.0003, respec-
tively). The length of the neoepithelium was greater in Group 2 than in Group 1 (P = 0.0004). Transforming growth
factor-f levels were significantly lower in Group 2 than in Group 1 (P = 0.01). The application of Hemospray after
esophageal CESD reduces scar tissue formation and promotes reepithelialization, and therefore is a promising
therapeutic approach in the prevention of post-endoscopic esophageal stricture.

KEY WORDS: Barrett’s esophagus, early esophageal adenocarcinoma, endoscopic submucosal dissection (ESD),
esophageal fibrosis, esophageal stricture, Hemospray.

ABBREVIATIONS: CESD, circumferential endoscopic submucosal dissection; ESD, endoscopic submucosal
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TNF-a. tumor necrosis factor-ol

- INTRODUCTION
Address correspondence to: Prof Frederic Prat, MD. PhD,

Department of Gastroenterology, Cochin Hospital, 27. rue du

Faubourg St Jacques, 75014 Paris, France. Email:
frederic.prat@cch.aphp.fr

Author contributions: BB performed the experiments, analyzed
the data, and drafted the manuscript; MB and FP contributed to
the study design, acquisition of data (animal experiments), and
provided critical revision of the manuscript;: AA contributed to
the acquisition of data (animal experiments); FB contributed to
the acquisition of data (histological assessments) and provided
critical revision of the manuscript; CN and CC contributed to
the study design and to the acquisition of data (biochemical
measurements); CAP contributed to the acquisition of data
(animal experiments): and CS and FB contributed to the study
design and provided critical revision of the manuscript. All
authors have given final approval for the final version of the
manuscript.

© 2015 International Society for Diseases of the Esophagus

Long considered as first-line treatment in patients
with Barrett's esophagus and high-grade dysplasia or
early cancer of the esophagus. surgery leaves more
and more room for endoscopic resection techniques,
such as endoscopic mucosal resection and endoscopic

Conflict of interest disclosure: The authors thank Cook Medical®
Corporation for its material support throughout the study by
graciously providing the Hemospray and funding of the study
through Med Institute. West Lafayette. IN. However. the
company and its members had no role or participation in the
writing, correcting, or editing of the manuscript. The authors
declare no other conflicts of interest.



2 Diseases of the Esophagus

"
ISDE I\L' The International Seclety for
¥ Diseases of the Esophagus
)

submucosal dissection (ESD).! However, extensive
endoscopic resections can lead to severe inflamma-
tory and fibrotic reactions. which promote the forma-
tion of esophageal strictures. It has been shown that
mucosal resections exceeding 75% of the circumfer-
ence of the esophagus result in a stricture rate greater
than 80%. reaching 100% in cases of circumferential
resections.”™ Some strictures can be treated with a
few sessions of endoscopic dilation, but most are
refractory and require numerous and hazardous dila-
tations.>® Therefore, it is currently not advisable to
perform circumferential endoscopic mucosal resec-
tion or ESD as a standard treatment for circumfer-
ential dysplastic Barrett’s esophagus or any other
circumferential early esophageal neoplasia. Different
strategies to prevent post-endoscopic stricture are
being explored. such as topical application of anti-
proliferative agents. local or systemic corticosteroid
therapy. and cell sheet therapy, and these methods
have yielded variable results. Overall. due to safety
concerns or high costs, these strategies are currently
inadequate for broad clinical application.™"
An alternative means to prevent post-endoscopic
stricture is to protect the submucosa and muscularis
propria after the endoscopic resection using an
adherent material on the wound to isolate it from
physical. chemical. or microbial aggression. thus
limiting inflammatory and fibrogenic processes
in the esophageal wall.""® We hypothesized that
TC-325 (Hemospray. Cook Medical. Bloomington,
Indiana, USA), a granular, mineral-based hemostatic
powder validated for the endoscopic hemostasis of
bleeding lesions of the upper gastrointestinal
tract.™'® might be suitable to achieve this goal. Our
observations and a preliminary study have suggested
a possible role of Hemospray in the prevention of
esophageal stricture (Barret M. 2011). The aim of this
study was to determine whether the topical applica-
tion of Hemospray on the esophageal submucosa
after circumferential submucosal dissection of the
esophagus (CESD) in a swine model could prevent
post-endoscopic stricture.

METHODS

The study design included two groups of animals:
Group 1 (n=11). the control group, only had CESD.
while Group 2 (n = 10) received four applications of
Hemospray. Pure strain pigs weighing between 35 kg
and 45 kg from the same farm (INRA de Brouéssy.
Magny, France) were used. The protocol was
approved by the Paris Descartes ethics committee for
animal experimentation and registered as No.
CEEA34.FP.126.12. General anesthesia was given to
animals via an intramuscular injection of 2 mg/kg
azaperone and 10 mg/kg ketamine. 30 minutes before
induction. Induction was carried out with 1.5 mg/kg

of propofol injected intravenously and maintained by
the combination of 1-2% isoflurane and propofol.
Analgesia  was provided through intravenous
nalbuphine. As described by Camus ef al., all pigs
received 2 g/day of DL-lysine acetylsalicylate
(Aspegic’gl Sanofi-Aventis, Paris. France), and
600 mg/day of clopidogrel (Plavix® 75 mg. Bristol-
Myers Squibb, Rueil-Malmaison, France) during the
mandatory 5-day quarantine preceding the first endo-
scopic procedure:'’ our purpose was to generate
active bleeding from the resection site in order to
facilitate adherence of the Hemospray'* and to mimic
the technical conditions of an ESD procedure con-
ducted on Barrett’s esophagus in Humans. Indeed,
swine have quick hemostatic processes.'™ and con-
versely neoplastic esophageal lesions and in particu-
lar those occurring in Barrett’s esophagus are richly
vascularized and tend to bleed during endoscopic
resections.? This protocol has been validated for the
training of gastroenterologists on endoscopic hemo-
static techniques in swine, and was simplified in our
study.'” After the introduction of a flexible overtube
guiding the 13806PKS gastroscope (Karl Storz,
Tuttlingen, Germany). an esophagogastroscopy was
performed. After submucosal lifting by injection of
indigo carmine stained saline, CESD was carried out
using a Hook knife and an IT knife (Olympus,
Saitama, Japan). Since the hyperkeratinized cardia in
pigs does not reproduce the conditions of an esopha-
geal ESD in humans, CESD was conducted on a
length of 5 cm. 5 cm above the esophagogastric junc-
tion. This previously described technique? consists
of proximal and distal circular mucosal incisions
followed by separation ol the submucosa and
muscularis propria by mechanical cleavage using a
rigid mucosectomy cap on the tip of the endoscope.
Immediately after endoscopic resection, the
Hemospray powder was sprayed over the entire
length of the resected area. using a handheld. pres-
surized CO; canister, starting from the distal end of
the resection. The application of Hemospray was
repeated three times, on days 2. 4, and 7 during an
upper endoscopy conducted under general anesthe-
sia. The postoperative diet consisted of sugar water
and started at hour 12, followed by a liquid diet until
the third postoperative day, before resuming a con-
ventional diet of pellets on day 4 for animals in the
control group. Antibiotic therapy with 10 mg/kg
benzathine benzylpenicillin procaine LP and oral
antacid therapy with 80 mg/day omeprazole was also
administered during the whole study.

General condition (weight loss. apathy, and other
behavioral abnormalities), tolerance to food (normal,
occasional regurgitation, total food intolerance),
date of food intolerance onsel. and the type of diet
tolerated (regular food pellets, semi-liquid food
using wet pellets, liquid food, or sugar water/no
food) were assessed daily. Endoscopic surveillance

© 2015 International Society for Diseases of the Esophagus
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was conducted every week to measure the esophageal
diameter using a biopsy forceps. A barium swallow
was performed prior to sacrifice of the animal.
Esophageal stricture was defined as a narrowing of
the esophageal lumen objectively assessed by the non-
crossing of the 12-mm diameter endoscope and by an
esophagogram showing a reduction in size of greater
than 50% of the esophageal lumen. It was considered
symptomatic if accompanied by regurgitation.
Euthanasia was performed by intravenous injection
of 100 mg/kg pentobarbital at the end of the 14-day
study period, or earlier if symptomatic esophageal
stricture occurred. Through sterno-laparotomy and
neck incision, the esophagus was resected en bloc
and opened: macroscopic examination of the scar
was performed. After fixation in 10% formalin, the
scarred area was cut into three to six blocks, embed-
ded in paraffin. and then cut into 5-pm sections which
were stained with hematoxylin-erythrosin-saffron
(HES). Each slide was analyzed by the same patholo-
gist who 1s experienced in digestive pathology (FB).
Histochemical staining with Masson’s trichrome was
performed on a selected slide from each animal for
the analysis of fibrosis. The following values were
recorded for each animal on digitized histological
slides: maximal thicknesses of the fibrotic tissue and
of inflammatory cell infiltrate; type of inflammatory
cell infiltrate: and length of the reepithelialization in
micrometer. Blood samples were obtained under
anesthesia at day 0 and day 14, and tested in the
laboratory on the same day before freezing at —80°C.
The pro-inflammatory (interleukin [IL]-1B, TL-6,
tumor necrosis factor-o. [TNF-g]) and pro-fibrotic
(transforming growth factor-p [TGF-B]) cytokines
were quantitatively determined by ELISA on selected
serum samples. Quantikine® Elisa Kits (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) were used for each
of the four cytokines.

Categorical data were compared using a Fisher's
exact test, taking into account the low sample sizes.
Continuous data are expressed as mean + standard

deviation or median (range), as appropriate. Com-
parisons were made using a non-parametric Mann—
Whitney test. A P-value of <0.05 was considered
statistically significant. Statistical analysis was per-
formed wusing the GraphPad Prism® software
(GraphPad Software, La Jolla, CA. USA).

The primary objective was to assess the possible
effect of Hemospray application on esophageal stric-
ture formation by comparing a group of animals
undergoing only CESD (Group 1) with a group
treated by Hemospray after CESD (Group 2). The
secondary objectives were to document epithelial pro-
liferation and fibrogenetic mechanisms to improve
the understanding of tissue repair in the esophagus
after endoscopic procedures, and if effective to opti-
mize the treatment, or to define alternative directions
in the case of treatment failure.

The primary end—point was the presence of a symp-
tomatic esophageal stricture on the 14th postopera-
tive day. The secondary end-points were the
following: the esophageal diameter on day 14 as mea-
sured by endoscopy and on the esophagogram: the
thickness of the esophageal fibrosis and inflammatory
cell infiltrate and the length of reepithelialization on
histological analysis (HES and Masson’s trichrome);
and the blood levels of pro-inflammatory and
fibrogenic cytokines.

RESULTS

Twenty-one animals were included in this study. The
median length of the resected segment was 6
(5-9) cm, and the procedures were conducted in a
median time of 28.5 minutes (18-57 minutes) (Fig. 1).
An esophageal perforation occurred in one animal in
Group 1. which required euthanasia. Twenty animals
were finally analyzed, 10 in Group 1 and 10 in Group
2. A symptomatic esophageal stricture at day 14
occurred in 60% of animals in Group 2 versus 100%

Fig. 1

Endoscopic procedure and Hemospray application. (A) Appearance of the dissection area of the lower third of the esophagus

immediately after endoscopic submucosal dissection. (B) Appearance of the same area after the application of Hemospray.

© 2015 International Society for Diseases of the Esophagus
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Fig. 2 Endoscopic views of esophageal strictures at the site of endoscopic submucosal dissection 14 days after circumferential mucosal
resection: (A. B) animals from Group 1 (control): (C, D) animals from Group 2 (Hemospray).

in Group | (P=0.09). The mean esophageal diameter
at day 14 was significantly different in the two groups.
with a median of 2 (1-3) mm and 3 (2-4) mm for
Groups | and 2, respectively (P =0.01). However, all
animals had severe esophageal stricture evidenced by
radiology or endoscopy on day 14. Endoscopic views
of esophageal sirictures are shown in Figure 2. In
esophagograms, the median reductions of the
esophageal lumens were 90% and 90.5% in Group 1
and 2. respectively (P = 0.9). The lengths of the
esophageal strictures measured on the fluoroscopic
images were not significantly different in Groups 1
and 2 (P = 0.47), nor were the stricture indexes cal-
culated by the ratio of the narrowest diameter to the
total length of the stricture (P = 0.13). The clinical,
radiological. and endoscopic data are summarized in
Table 1.

The median thickness of the esophageal fibrosis
was significantly greater in Group [ with 2.15 mm
(1.3-2.6) versus 0.82 mm (0.6-1.3) in Group | versus
Group 2, respectively (P=0.0002). The median thick-
ness of the inflammatory cell infiltrate was also sig-
nificantly greater with median values of 0.67 mm
(0.22-1.24) versus 0.37 mm (0.3-0.5) in Group |
versus Group 2. respectively (P =0.003). Conversely,
the median length of reepithelialization was signifi-
cantly lower in Group | with 2.34 mm (0.86-7.84)
versus 8.1 mm (2.90-14.90) in Group | versus Group
2 (P = 0.0004). Representative histopathological
aspects are presented in Figure 3.

The quantitative measurements of serum pro-
inflammatory cytokines on five animals in each group
showed the following results: the mean levels of IL-1

at day 0 were 58.4 +45 pg/mL and 32.3+ 14 pg/mL in
Groups | and 2. respectively (P=0.02), and at day 14,
724 83 pg/mL and 38.8 + 12 pg/mL in Groups | and
2. respectively (P = 1). The mean levels of IL-6 at day
0 were 184 + 0.8 pg/mL and 17.1 £ 2 pg/mL in
Groups 1 and 2. respectively (P =0.4), and at day 14,
18.2 49 pg/mL and 19.7 + 5§ pg/mL in Groups | and
2, respectively (P=0.9). The mean levels of TNF-o at
day 0 were 41.8 + 12 pg/mL and 59.4 + 40 pg/mL in
Groups | and 2, respectively (P=0.46), and atday 14,
43.3 + 21 pg/mL and 354 £ 18 pg/mL in Groups 1
and 2, respectively (P = 0.5). Finally, for TGF-B. the
mean levels at day 0 were 27 537 + 4048 pg/mL and

Table 1 Clinical. endoscopic, and radiological evaluations on
Di4

Group 1 Group 2
n=10 n=10 P
Clinical
General condition
Good 0% 0% NS
Impaired 100% 100%
Food intake
Normal 0% 40% 0.09
Regurgitations 100% 60%
Endoscopy
Esophageal diametert 2.1 £0.87 3+£0.70 0.01
Esophagogram
Esophageal stricture 100% 100% NS
Stricture length? 5.7(4.2-7) 6.2 (49) 0.47
Symptomatic esophageal 100% 60% 0.09

stricture on D14

TMean + standard deviation, in mm. {Median (range). NS, non-
significant.

© 2015 International Society for Diseases of the Esophagus
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Fig. 3 Histopathological findings 14 days after circumferential endoscopic submucosal dissection: Macroscopy (A) of a severely
strictured esophagus from Group 1 and histological view (B) showing intense inflammatory infiltrate. absent reepithelialization (arrow).
and thick fibrotic layer (2500 pm). Panels (C) and (D) show macroscopic views of a strictured esophagus from Group 2 and histology
(B) showing a long neoepithelium (arrow). moderate inflammatory cell infiltrate, and moderate submucosal fibrosis (702 pm). Masson’s

trichrome staining. magnification 25x,

22903 £ 7717 pg/mL in Groups | and 2, respectively
(P=0.01), and at day 14. 27 628 £ 13 717 pg/mL and
12 845 + 11 999 pg/mL in Groups 1 and 2. respec-
tively (P = 0.01). The reduction in TGF-B levels

Interleukin-18
100- %

11-1p (pgimL)

2

2
_I

TNFx (pa/mL)
8
A
NN

7

%

between days 0 and 14 was statistically significant for
Group 2 (P = 0.006) but not for Group 1 (P = 0.8).
The results of the cytokine assay are presented in
Figure 4.
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Fig. 4 Proinflammatory and fibrogenic cytokine levels before and after endoscopic submucosal dissection in Groups 1 and 2. The
asterisk (*) indicates statistical significance (P < 0.05). IL, interleukin; TGF. transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor.
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DISCUSSION

The prevention of cicatricial fibrotic stricture is nec-
essary for the expanded use of extensive endoscopic
mucosal resections in the esophagus. The only option
currently available in clinical practice is the use
of either topical or systemic corticosteroids.?>*
However, in addition to their incomplete efficacy, the
immunosuppressive properties of corticosteroids
might seriously limit their use in frail and elderly
patients with recent major endoscopic surgery.* Effi-
cient methods of cell sheet therapy have been
reported.® but are expensive and unlikely to be fea-
sible in the near future outside a few expert centers.
Along with anti-inflammatory or anti-fibrotic drugs
and regenerative medicine. wound-covering agents
have been tested for stricture prevention with prom-
ising results.'""* While developing a CESD technique.
our team previously developed a swine model of post-
endoscopic esophageal stricture, in which 100% of the
animals develop a tight stricture on day 14.2' A pre-
liminary test with the Hemospray powder in this
model on five animals generated encouraging results.
with one pig without esophageal stricture, and non-
symptomatic, non-severe esophageal strictures in two
out of the five animals, all of which survived until
day 14.

Our trial aimed to assess the effect of Hemospray
application on esophageal wound healing in terms of
clinically relevant esophageal strictures after CESD
in a swine model. We did not observe statistically
significant differences between the treated and
control groups. These results could be explained by
the relatively small animal sample. the high incidence
of stricture in the swine esophagus, or by insufficient
efficacy of the Hemospray powder due to poor sta-
bility in the esophagus.

We observed that most of the hemostatic powder
had been washed away in 48 hours by saliva, food
boluses, and esophageal contractions; therefore, in
order to ensure the presence of the powder for the
first 8 days after the endoscopic procedure, which is a
critical period for the recruitment of mediators of
inflammation and fibrosis after surgery, it was nec-
essary to repeat the applications while maintaining a
liquid diet. The concept of repeated treatment ses-
sions for the prevention of post-endoscopic esopha-
geal stricture is not novel: injected corticosteroids* or
preemptive balloon dilatation®™ typically require two
or three treatment sessions in the early phase of the
wound healing process. In a clinical setting, a few
days of parenteral nutrition or nasoenteral feeding, as
it is commonly done after esophageal or gastric
surgery, would probably help in maintaining the
powder on the resection wound. permitting applica-
tions spaced out over greater time intervals.

The application of Hemospray did result in some
important differences in esophageal wound healing

between the groups. First, the median esophageal
diameter measured by endoscopy was significantly
higher in the group treated with Hemospray (P =
0.01). The rate of symptomatic esophageal stricture
on the 14th postoperative day was also lower in the
treated group, but this difference did not reach sta-
tistical significance. The most notable results of our
study concern the histological analysis and biochemi-
cal markers. Indeed. the histology revealed statisti-
cally significant differences between Groups 1 and 2
with regard to the thickness of the fibrosis (P =
0.0002), the thickness of the inflammatory cell
infiltrate (P = 0.003), and the length of the
reepithelialization (P = 0.0004), the latter in the oppo-
site direction to the first two parameters. In the
control group (Group 1). the fibrotic layer and the
granulation tissue were thicker than in the treated
group (Group 2) and associated with poor
reepithelialization; conversely, Group 2 appeared to
begin the tissue repair process. exhibited by a long
neoepithelium covering the wound with less fibrosis
and fewer inflammatory cells. The quantitative mea-
surements of serum pro-inflammatory cytokines
showed that the expression of TGF-B was signifi-
cantly lower on day 14 in the treated versus control
group (P = 0.01). Even if the levels of TGF-J were
already significantly different between the groups at
baseline. the drop in TGF-B levels was significant in
the treated (Group 2) group and not in the control
group (Group 2). The reduction in the levels of
TNF-a followed the same trend without reaching sta-
tistical significance. These findings suggest that the
application of Hemospray on the wound has anti-
fibrotic action via downregulation of the TGF-j
pathway. Treatment with Hemospray had no effect
on serum levels of IL-1B and 1L-6. and therefore no
pro- or anti-inflammatory actions. These data are
novel because. to our knowledge. no experimental or
clinical study has evaluated the expression of pro-
fibrotic and pro-inflammatory biomarkers after
endoscopic mucosal resection. It is tempting to attri-
bute these results to the action of the Hemospray.
Indeed. in several experimental studies in pigs. the
differences in the thickness of the fibrotic scar tissue
and the layer of inflammatory cell infiltrate are not
significant.'"*% Besides wound covering, a second
hypothesis to support the effect of Hemospray is
related to coagulation: fibrinogenesis contributes to
inflammatory processes” in systemic diseases as well
as after local surgical trauma, as is observed in the
creation of postoperative adhesion.” Hemospray. by
mitiating in sifu and immediate hemostasis, could
reduce fibrinogenesis.

We acknowledge several limitations in our study.
First, we studied a small sample, as is often the case in
preclinical studies on large animals. Second. we did
not have a ‘long-term survival’ group, which could
have provided important data on 40% of animals that
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had a non-symptomatic esophageal stricture in the
treated group. In order to provide analyzable and
comparable data and histology, we chose to sacrifice
all animals on day 14. Furthermore. since 100% of the
control group exhibited an esophageal stricture on
day 14 in this model, we believe this time point to be
accurate in order to assess the effect of the experimen-
tal treatment. However, it is likely that the 40%
of non-symptomatic pigs would have developed
obstructive symptoms in the following days. thus sug-
gesting that the Hemospray only had a temporary
effect by delaying the fibrogenic process.

In conclusion. our results show that the application
of Hemospray after endoscopic mucosal resection in
the esophagus reduces inflammation. fibrogenesis.
and scar tissue formation, and favors the wound
healing process. The mode of action of Hemospray is
consistent with the proposed hypothesis of its provi-
sion of mechanical protection of the bare muscularis
propria and residual submucosa against physical,
chemical, and microbial aggression. but could also
suggest an intrinsic anti-fibrotic property of the
powder. It will be of interest to study the effect of
combining the hemostatic powder with systemic anti-
inflammatory agents, such as corticosteroids, which
further prevent strictures through acting as an adju-
vant that limits inflammation in the esophageal wall
after endoscopic mucosal resection.
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3. Evaluation d’un peptide auto-assemblé comme agent préventif de la sténose

cesophagienne aprés dissection sous-muqueuse circonférentielle

Self-assembling peptide matrix for the prevention of esophageal stricture after
endoscopic resection: a randomized controlled trial in a porcine model.
Barret M, Bordacahar B, Beuvon F, Terris B, Camus M, Coriat R, Chaussade S,

Batteux F, Prat F. (Accepté pour publication par Diseases of the Esophagus)

Le RADA-16 (Purastat, 3-D Matrix SAS, Caluire et Cuire, France) est un peptide
auto-assemblé (self-assembling peptide ou SAP) se présentant sous la forme d’'une
solution aqueuse. En milieu riche en ions, les molécules du peptide s’assemblent
pour former un réseau tridimensionnel de nanofibres, capable de servir de matrice a
des cultures cellulaires in vitro, d’agent hémostatique en chirurgie vasculaire et
digestive, et plus récemment en endoscopie digestive, ainsi que de pansement
favorisant la repousse épithéliale cutanée in vitro et in vivo. Nous avons cherché a
déterminer si I'application de SAP sur la zone de résection muqueuse laissée par
une ESD circonférentielle permettait, par ses propriétés de la matrice ainsi formée,
de favoriser la repousse épithéliale et de prévenir la sténose cesophagienne. Apres
une étude de faisabilité sur 8 animaux visant a optimiser I'application du SAP, et a
s’assurer de sa stabilité dans I'cesophage, nous avons conduit un essai contrblé et
randomisé sur 10 porcs ayant tous une ESD circonférentielle du bas cesophage sur 5
cm, avec 5 animaux contréles et 5 animaux traités par la mise en place de SAP
immeédiatement apres la résection endoscopique. Le taux de sténose cesophagienne
symptomatique était significativement abaissé dans le groupe traité (40% vs 100 %,

p=0.04). Le diamétre cesophagien médian a J14 paraissait également plus important
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dans le groupe traité, a 8 mm (2.5-9) contre 4 mm (3-4), quoique de facon non
significative (p=0.13). Les index de sténose mesurés sur les opacifications
cesophagiennes étaient de 0.32 (0.14-0.48) et 0.26 (0.14-0.33) pour les groupes
traités et contrble, respectivement (p=0.42). Enfin, la variation de poids était
également en faveur du groupe hémospray, de +0.2Kg (-7.4; +1.8) dans le groupe
traité a -3.8Kg (-5.4; +0.6) dans le groupe contrdle (p=0.9). A J28 cependant, tous les
animaux avaient développé une sténose cesophagienne. Les critéres de jugement
histologiques (épaisseur du tissu de granulation, type d’infiltrat inflammatoire,
épaisseur de fibrose cesophagienne pariétale, longueur du néoépithélium) n’étaient
pas significativement différents entre les groupes. En conclusion, bien que les
criteres histologiques, difficilement interprétables en raison du sacrifice des animaux
a des moments différents (J14 pour les contrbles, J21 a 28 pour la plupart des
animaux traités), ne soient que peu informatifs dans ce travail, on peut conclure a un
effet du SAP dans le ralentissement de la survenue de la sténose cesophagienne.
Cependant, le caractere transitoire de cet effet pose la question de la stabilité du

composé dans I'cesophage.
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Abstract

Background and aims: Esophageal stricture formation after extensive endoscopic resection
remains a major limitation of endoscopic therapy for early esophageal neoplasia. We assessed
a recently developed seltf-assembling peptide (SAP) matrix as a wound dressing after
endoscopic resection for the prevention of esophageal stricture.

Animals and methods: Ten pigs were randomly assigned to the SAP or the control group
after undergoing a 5 cm long circumferential endoscopic submucosal dissection of the lower
esophagus. Esophageal diameter on endoscopy and esophagogram, weight variation., and
histological measurements of fibrosis, granulation tissue, and neoepithelium were assessed in
each animal.

Results: The rate of esophageal stricture at day 14 was 40 % in the SAP treated group vs. 100
% in the control group (p=0.04). Median (IQR) esophageal diameter at day 14 was 8 mm
(2.5-9) in the SAP group vs. 4 mm (3-4) in the control group (p=0.13). The median (IQR)
stricture indexes on esophagograms at day 14 were 0.32 (0.14-0.48) and 0.26 (0.14-0.33) in
treated and control groups, respectively (p= 0.42). Median (IQR) weight variation during the
study was +0.2 (-7.4: +1.8) and -3.8 (-5.4: +0.6) in the treated and control groups, respectively
(p =0.9). Fibrosis. granulation tissue. and neoepithelium were not significantly different
between the groups.

Conclusions: The application of SAP matrix on esophageal wounds after circumterential
endoscopic submucosal dissection decreases the onset of esophageal stricture in our model,

although not significantly altering fibrosis formation.
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Introduction

Endoscopic resection has become the comerstone of the diagnostic and therapeutic
management of preneoplastic states and early esophageal neoplasia in the esophagus
However., mucosal defects exceeding three quarters of the esophageal circumference (2707)
induce the formation of an esophageal stricture in about 90 % of the cases . Theses
strictures may require numerous endoscopic dilation procedures with significant patient
discomfort and risk of esophageal perforation °.

Several strategies for post endoscopic stricture prevention have been proposed °: anti-
inflanumatory. antifibrotic. or antimitotic drugs have been administered in order to suppress
fibrogenesis in the esophageal wall. The most effective option appears to be the systemic
administration of corticosteroids, however with a suboptimal efficacy ', and a risk of severe
infectious morbidity °. The other option is to protect the esophageal wound from Iuminal
stress. either by stimulating the epithelial growth with growth factor °, epithelial cell sheets *°,
or by covering the wound with mineral or organic wound dressings ¢,

A novel self-assembling peptide (SAP), called PuraStat® (3-D Matrix Europe SAS. Caluire-
et-Cuire, France) has been recently developed as a hemostatic agent. It consists in an aqueous
solution of a short peptide. RADA-16 (4 [Arg-Ala-Asp-Ala]). Upon entering in contact with
the physiologic ionic environment of body fhuds, the peptide molecules self-assemble into
nano-fibers ([P-sheets) that quickly form a random 3-dimensional matrix. To the naked eye.
the clear peptide solution transforms into a transparent, soft hydrogel. This SAP matrix has
been shown to be suitable matrix for cell cultures 7, a drug eluting component '®, a wound

. : : P - 19.20
dressing material, promoting wound healing in mjured skin

3

and mucosa ~ and post

endoscopic gastric ulcers —.
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Our aim was to assess the PuraStat® SAP matrix as a biological wound dressing for the
prevention of esophageal stricture after circumferential endoscopic submucosal dissection

(ESD) in a pig model.

Animals and Methods

Animal experiments

The experimental protocol received approval from the animal ethical committee of the Paris
Descartes University (reference number 15-034). The animals were accommodated at our
facility 48 hours before the procedure took place. Endoscopies were performed under general
anesthesia. All animals were prepared for anesthesia with a 12-hour diet and were
administered an mtramuscular injection of 10mg/kg ketamine and 2mg/kg azaperone, 30
minutes before induction. Following induction with 8 mg/kg intravenous 1% propofol and
endotracheal intubation. anesthesia was maintained through inhalation of 1% to 2%
1soflurane. Animals received an mtravenous infusion of 10 mg/kg/h crystalloid solution.
Study design and group allocation

Ten pigs, originating from the same farm, were used for the study. All animals underwent a
circumferential endoscopie submucosal dissection (CESD) of the esophagus on a 5 cm height,
5 cm above the esophagogastric junction. Then, the animals were randomly allocated to
treatment by SAP (n= 5) or control group (n=5) using a sealed envelope.

ESD procedure

Upper gastrointestinal endoscopies were performed using a standard gastroscope (Fujinon
EG450D, Fujmon®, Sataima, Japan). CESD i the distal third of the esophagus was
performed as previously described =.

SAP application

th
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We conducted preliminary experiments to assess four modalities of SAP (PuraStat® 2.5%,
pH 3.4. 3-D Matrix Europe SAS, Caluire-et-Cuire, France) application in the esophagus:
submucosal injection of the SAP before ESD: injection of the SAP in the residual submucosa:
standard application on the esophageal wound after the procedure, using a dedicated 2.8 mm
catheter (Nozzle System type E Top Corporation, MPS Medical Product Service GmbH,
Germany); or application followed by spraying of hypertonic saline, in order to haste the
peptide matrix assembly. Each modality was assessed in two pigs. Only one pig in the
standard application group had a mild esophageal stricture at day 14, whereas all 7 others had
tight strictures. Furthermore, we observed the persistence of SAP adherent to the esophageal
wounds at day 1 and 2 after application.

Based on these data, we decided to use the standard application protocol with 6 mL of SAP
applied with a dedicated catheter immediately after the CESD. Pictures of the application of
the SAP are shown in Figure 1.

Postoperative care and data collection

Post-operative care was as follows: the animals were daily assessed by animal caretakers,
weekly by a veterinarian. A liquid diet was resumed on the first postoperative day for three
days. followed by semi-liquid feeding. Antibiotherapy with amoxicillin and clavulanate 1g x
2/day was given for the first three post-operative days. Finally, esomeprazole 40mg/d was
administered during all the study period after ESD.

Clinical data collected on a daily basis included behaviour, a quantitative and qualitative
assessment of food intake and occurrence of regurgitations or vomiting. whereas animals were
were weighed once per week. The esophageal width was measured every week at the level of
the mid-oesophagus and the upper limit of CESD during sedated upper endoscopy.
Furthermore. an esophagogram was performed at day 14 and in case of symptoms suspicious

of an esophageal stricture.
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When a symptomatic esophageal stricture, defined by an inability to reach the stomach with a
9 mm endoscope and associated symptoms (anorexia, regurgitations, weight loss) was
diagnosed. animals were euthanized with 100mg/kg intravenous injection of pentobarbital
(Dolethal®, Vétoquinol, Paris, France). All the animals were euthanized after 28 days from
CESD. and underwent necropsy with en bloc esophagectomy.

Histological analysis

After gross morphological examination, specimens were fixed in 10% buffered formalin.
embedded in paraffin. and processed into Spun-thick sections. Slides were stained with
hematoxylin eosin and satfron (HES) and digitized. A senior pathologist, blinded from the
treatment group. analyzed all slides. On digitized representative slides. he performed a
quantitative measurement of fibrosis, granulation tissue, and neoepithelium (characterized by
round immature epithelial cells without native epithelial crest and chorionic papillae or
parakeratosis). as described elsewhere . The inflammatory cell infiltrate of the granulation
tissue was characterized as acute (predominance of polynuclear cells and high cell density) or

chronic (predominance of lymphocytes or plasmocytes, low cell density).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Graphpad Prism® (GraphPad Software. La Jolla,
CA). Continuous data have been expressed as median values and interquartile range and
compared with an unpaired t-test. Categorical data have been expressed as percentages and
compared with a chi-square test. A p value <0.05 was considered to indicate statistical
significance.

End points

The primary end point was the occurrence of symptomatic esophageal stricture at day 14 after
CESD. Secondary endpoints were: weight variation, esophageal diameter at day 14, stricture

index at day 14 (measured by the ratio between the narrowest and the widest part of the
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esophagus on esophagogram) and thickness of the fibrotic and granulation tissue layers. as
well as length of the neoepithelium on pathology.

Results

Eleven pigs, with a median (IQR) weight of 31.2 Kg (30.2-31.9) were mncluded in the study.
CESD was conducted in a median (IQR) operative procedure time of 35 min (25-40). In one
pig of the SAP group. an esophageal perforation required euthanasia. Since no outcome
measurement was available for this animal. another pig was included in the SAP group.
General clinical condition and animal behavior remained normal throughout the study. despite
major weight loss and regurgitations in some animals. At day 7, all animals had a normal food
tolerance and no esophageal stricture had occurred.

At day 14 after CESD, 40% (2/5) of pigs in the SAP treated group and 100% (5/5) m the
control group (p=0.04) had developed symptomatic esophageal stricture. Median (IQR)
esophageal diameter was 8 (2.5-9) mum in the SAP group vs. 4 (3-4) in the control group
(p=0.13). The median (IQR) stricture indexes at day 14 were 0.32 (0.14-0.48) and 0.26 (0.14-
0.33) 1n treated and control groups. respectively (p= 0.42). Main clinical and endoscopic
outcome measurements are presented in table 1. Three animals of the group treated with SAP
ultimately developed symptomatic esophageal strictures at day 21 and 28, as shown in figure
2

Median (IQR) weight variation during the study were +0.2 (-7.4; +1.8) and -3.8 (-5.4: +0.6) in
the treated and control groups, respectively (p =0.9). Pathology results are presented in table
2. There were no statistically significant differences between groups in terms of esophageal
mflanmmation, fibrosis, or epithelial growth. Representative endoscopic. radiological, and

pathology findings of each group are shown in figure 3.

Discussion
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In this study, we found that the PuraStat® SAP matrix significantly reduced the rate of
esophageal stricture after cireumferential esophageal ESD, and was associated with a doubled
esophageal diameter at day 14 after CESD.

The pathophysiology of esophageal stricture 1s largely unknown. It 1s thought to involve
luminal stress factors: mechanical factors resulting from food boluses and esophageal
peristaltism, microbiological factors originating from the esophageal and oro-pharyngeal
microbiome, and chemical factors resulting from gastric refluxate. The exposure of the
submucosal space to these factors would induce an imnflammatory and fibrogenic reaction
leading to esophageal stricture ®. The PuraStat® SAP forms in a biological environment a
scaffold that closely mimies the structure and porosity of extracellular matrices. allowing for a
biocompatible wound dressing. Previous studies have reported failures when using biological

meshes secured with an esophageal stent ***

, possibly because of the mechanical aggression
of the stent itself. Conversely, wound covering strategies using mineral material such as the
hemospray hemostatic powder "' or biological materials such as polyglycolic acid sheets
sticking to the esophageal wound have shown promising results in terms of stricture

) 15.16
prevention

. The SAP matrix is also thought to act as a wound dressing, opposing
mechanical aggression. However, our data do not allow us to explain the effect of the SAP in
terms of promotion of epithelial growth or reduction of inflammatory and fibrogenic activity
in the esophagus. The tendency towards a more mature mflammatory cell infiltrate in the SAP
treated group can probably also be explained by the later sacrifice of the animals in this group.
Furthermore. the effect on stricture prevention was not sustainable, since all animals
eventually developed esophageal strictures by day 28. Thus, the SAP matrix most likely

delayed the onset of stricture formation, suggesting that the fibrogenic process starts over

again as soon as the SAP has been washed away or degraded.
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This is the first study to investigate a self-assembling peptide as a wound dressing in the
esophagus after endoscopic resection. The strengths of this study include its methodology and
a preliminary experiment aimed at defining the most suitable method of application.
However. the small number of animals 1s an important limitation. Secondly. animals were
sacrificed when developing a symptomatic esophageal stricture: this lead to analyze
histological specimens at different time points, and might account for the absence of
significant differences in histological outcomes.

Finally, the PuraStat® SAP matrix 1s a useful wound dressing for esophageal ulcers following
circumferential endoscopic resection of the esophagus, as it did significantly prevent the
occurrence of esophageal stricture in this study. However, the benefit was only limited in
time. Further research should be conducted to hasten the assembling of the SAP matrix and
improve its stability on the esophageal wounds. Furthermore, the SAP matrix could be used as
a bio-active nanomaterial, by incorporating anti-inflammatory molecules such as
triameinolone, and wound healing stimulants such as epidermal growth factor, in order to

limit fibrogenesis while enhancing the epithelial growth.
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Figure legends:

Figure 1: Application of the self-assembling peptide (SAP):

A: Deep submucosa and muscularis propria exposed after circumferential endoscopic
submucosal dissection.

B: First drop of SAP sticking to the esophageal wall.

C: Further application of the SAP

D: Final aspect upon removal of the endoscope. with the esophagus filled with SAP.

Figure 2: Survival without symptomatic esophageal stricture

Figure 3: Representative aspects of the esophagus at day 14 in the groups treated with self-
assembling peptide and controls.

A: Endoscopic view 1n a pig treated with SAP. showing a moderate narrowing of the
esophagus and smooth, reepithehalised esophageal wall.

B: Endoscopic view in a control pig, showing a severe stricture with granulation tissue and
persistent inflammation.

C: Barium esophagogram in the same pig treated with SAP, showing a mild narrowing of the
esophagus.

D: Barium esophagogram in the same control pig. showing a severe narrowing of the
esophagus.

E and F: Representative histological view 1n a pig treated with SAP (E) and a control (F),
showing the neoepithelium overgrowing the inflammatory infiltrate and fibrotic layer

(Hematoxylin Eosin and Saffron, 25x).
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Table 1: Weight loss. esophageal diameter variation in pigs treated with self-assembling
peptide and controls at day 14.

Table 2: Pathology outcomes of in pigs treated with self-assembling peptide and controls.
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33 Figure 1: Application of the self-assembling peptide (SAP):

34 A: Deep submucosa and muscularis propria exposed after circumferential endoscopic submucosal dissection.
35 B: First drop of SAP sticking to the esophageal wall.

36 C: Further application of the SAP

37 D: Final aspect upon removal of the endoscope, with the esophagus filled with SAP
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Figure 2: Survival without symptomatic esophageal stricture
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47 Figure 3: Representative aspects of the esophagus at day 14 in the groups treated with self-assembling
peptide and controls.
A: Endoscopic view in a pig treated with SAP, showing a moderate narrowing of the esophagus and smooth,
reepithelialised esophageal wall.
50 B: Endoscopic view in a control pig, showing a severe stricture with granulation tissue and persistent
5l inflammation.
52 C: Barium esophagogram in the same pig treated with SAP, showing a mild narrowing of the esophagus.
53 D: Barium esophagogram in the same control pig, showing a severe narrowing of the esophagus.
54 E and F: Representative histological view in a pig treated with SAP (E) and a control (F), showing the
55 neoepithelium overgrowing the inflammatory infiltzraste) and fibrotic layer (Hematoxylin Eosin and Saffron,
x).
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Table 1: Weight loss. esophageal diameter variation in pigs treated with self-assembling

peptide and controls at day 14.

Treated with SAP Controls P
(n=5) (n=5)
Weight variation T (kg) - median (IQR) 0.2(-7.4-1.8) -3.8(-54-0.6) |09
Esophageal diameter - median (IQR) 8(2.5-9) 4(3-4) 0.13
Stricture index - median (IQR) 0.32 (0.14-0.48) 0.26 (0.14-0.33) | 0.42
Symptomatic stricture rate (%) 40% 100% 0.04

T: between day 0 and day 14

SAP: self-assembling peptide

IQR: interquartile range
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Table 2: Pathology outcomes in pigs treated with self-assembling peptide and controls.

Page 22 of 21

Treated with SAP

(n=5)

Controls

(n=3)

Granulation tissue 7- median (IQR)

118 (101-177)

122 (97-187)

0.9

Type of inflammatory cell infiltrate

Acute

Chronic

20% (1/5)

80% (4/5)

80% (4/5)

20% (1/5)

Esophageal fibrosis T - median (IQR)

262 (144-341)

170 (129-210)

Neo-epithelium 7 - median (IQR)

630 (269-3513)

1155 (706-1778)

0.7

SAP: self-assembling peptide

IQR: interquartile range

T:in um
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B. Etude mécanistique chez ’'Homme

Comme nous lavons détaillé plus haut, lidentification de voies de
signalisation spécifiquement impliquées dans la fibrogénése cesophagienne aprés
résection endoscopique pourrait permettre de développer des traitements préventifs
plus ciblés de la sténose cesophagienne. C’est la raison pour laquelle nous avons,
avec l'aide du Fonds d’Aide pour la Recherche et I'Evaluation de la Société Nationale
Francaise de Gastro-Entérologie, constitué une biobanque de biopsies
cesophagiennes prélevées a différents temps de la cicatrisation aprés résection
muqueuse a risque de sténose. L’analyse transcriptomique par microarray,
comparant la muqueuse oesophagienne des patients ayant développé une sténose a
celle de patients n’en développant pas, visera a identifier une signature moléculaire

propre aux processus aboutissant a la sténose cesophagienne.

Depuis novembre 2014, avec 'autorisation du CPP Paris lle de France Ill (S.C.3191),
nous avons collecté des données cliniques, endoscopiques, histologiques, et des
échantillons tissulaires cesophagiens de patients ayant subi une résection
endoscopique étendue de I'cesophage. Afin de disposer d’un groupe contréle, il était
initialement prévu d’inclure un premier groupe de patients, dit a haut risque de
sténose cesophagienne post-endoscopique, constitué de 5 patients traités par une
ESD circonférentielle de 'cesophage en raison d’'une dysplasie de haut grade ou
d’'un cancer superficiel de I'cesophage (carcinome épidermoide ou adénocarcinome).
La constitution d’'une sténose cesophagienne étant quasiment constante aprés ESD
circonférentielle, le chiffre de 5 patients parait suffisant pour obtenir au moins 4
prélevements de patients développant une sténose post-endoscopique. Ces quatre
patients auraient été comparés a 4 patients témoins, ayant une intervention
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endoscopique non a risque de sténose cesophagienne, telle qu’'une ESD limitée a la
moitié de la circonférence cesophagienne. En raison du taux de sténose
oesophagienne effectivement observé dans le premier groupe de patients (cf infra),
nous avons finalement inclus uniquement des patients consécutifs pris en charge par
mucosectomie ou dissection sous-muqueuse a haut risque de sténose (excédant les
% de la circonférence cesophagienne). Les inclusions étaient monocentriques a
I'hépital Cochin, et prospectives. Les patients incapables de donner un
consentement éclairé ou d’adhérer au protocole de surveillance étaient exclus, de
méme que les patients ayant présenté un envahissement des marges de résection
endoscopique, ou requérant une radiothérapie, une chimiothérapie, ou une chirurgie
complémentaire. Huit biopsies de I'cesophage sain et huit de la zone cicatricielle ont

été prélevées au cours du processus cicatriciel et réparties de la fagon suivante :

- A J0, des biopsies de I'cesophage sain étaient prélevées en fin de geste, pour
servir de témoin. Quatre biopsies sont prélevées sur I'cesophage sain, 3 cm
en amont des berges de la zone de la résection endoscopique,
immédiatement aprés 'ESD, sans rallonger significativement I'examen, ni
ajouter a la morbidité du geste opératoire. Deux sont placées dans le trizol et
immédiatement congelées a -80 °C pour analyse transcriptomique (cf infra), et
deux placées dans le formol pour une analyse histologique.

- A J14, période correspondant a I'activité fibro-inflammatoire prévisible la plus
importante, au cours de laquelle commence a se constituer la sténose
cesophagienne cicatricielle, étaient prélevées six biopsies lors d’un contréle
endoscopique: deux sur la zone de résection, a proximité des berges, et

placées dans le formol pour analyse histologique, et quatre (deux de
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I'cesophage sain et deux de la zone cicatricielle) placées dans le Trizol® et
immédiatement congelées a -80 °C pour analyse transcriptomique. Ce
contréle endoscopique, classiquement réalisé a la recherche de sténose,
permet notamment le diagnostic et la dilatation précoce d’'une éventuelle
sténose oesophagienne cicatricielle. Aucune morbidité ni aucun évenement
douloureux lié a la pratique de ces biopsies cesophagiennes n’est prévisible.

- A J90, correspondant au contréle endoscopique sous anesthésie générale
systématiquement réalisé apres résection muqueuse endoscopique, I'activité
inflammatoire de la zone cicatricielle et la fibrogénése ont habituellement
cessé. Six nouvelles biopsies cesophagiennes étaient obtenues et prises en
charge selon les mémes modalités qu’a J14.

Parmi 19 patients éligibles, 3 n'ont pas été inclus en raison de difficultés a
comprendre le protocole ou d'un éloignement géographique compliquant la
réalisation du contréle a J14. Parmi les 16 patients inclus dans le travail, quatre ont
été exclus en raison de la présence de critéres histologiques de mauvais pronostic
sur la piece de résection, imposant un traitement complémentaire par chirurgie,
radiothérapie, ou chimiothérapie, rendant le controle a J90 inutile ou non-informatif.
Au total, 12 patients ont été inclus dans l'analyse (dont deux encore en cours de
suivi), parmi lesquels 4 ont présenté une sténose cesophagienne ayant nécessité un
traitement au cours du processus de cicatrisation. Les caractéristiques des patients

sont résumées dans le tableau suivant :
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Tableau 2 : Caractéristiques des patients recrutés dans I'étude transcriptomique de

la cicatrisation cesophagienne

Patient | Sexe | Age | Antécédent Localisation | Type de résection Histologie Sténose
significatif
1 M 56 | Radiofréquence | Tiers ESD, circonférentielle | AdénoCa T1a | Non
cesophagienne, | inférieur m1
EMR
2 F 57 | Non Tiers ESD, 75% de la AdénoCa T1a | Non
inférieur circonférence m2
3 H 72 | Non Tiers ESD, 90 % de la AdénoCa T1a | Non
inférieur circonférence m3
4 H 74 | Non Tiers ESD, 90 % de la CE T1am1 Oui
moyen circonférence
5 H 78 | Non Tiers ESD, 75 % de la CE T1ib sm Non
moyen circonférence profond
6 H 71 | Chirurgie et Tiers ESD, 75 % de la CE T1b sm Non
radiothérapie moyen circonférence profond
ORL
7 H 59 | Radiofréquence | Tiers ESD, circonférentielle | AdénoCa T1a | Non
cesophagienne inférieur m1
8 H 74 | Radiofréquence | Tiers ESD, 75 % de la AdénoCa T1a | Non
cesophagienne, | inférieur circonférence m1
EMR
9 H 66 | Non Tiers EMR, AdénoCa T1a | Oui
inférieur circonférentielle m1
10 H 55 | Non Tiers sup- | ESD, circonférentielle | CE T1a m2 Oui
moyen
11 H 72 | Chirurgie et Tiers ESD, circonférentielle | CE T1b sm Oui
radiothérapie moyen profond
ORL
12 H 60 | Non Tiers ESD, 90 % de la CR T1b sm ?
Moyen circonférence profond

EMR : mucosectomie endoscopique

ESD : dissection sous-muqueuse endoscopique
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Concernant ce travail, compte tenu du taux inhabituellement bas de sténose
cesophagienne observé de 36 % (contre 80-90% dans la littérature), la période
d’inclusion a du étre prolongée, afin de disposer d’au moins 4 cas de patients

« sténoseurs », a comparer avec 4 cas de patients « non sténoseurs ».

Ainsi, I'analyse histologique détaillée, I'extraction de I'ARN et l'analyse
transcriptomique pourront débuter dés l'acquisition du préléevement J90 du dernier

patient, prévue au mois de décembre 2016.

Les prélévements biopsiques sont étudiés de la fagon suivante :

- Analyse histologique : les deux biopsies sont fixées dans le formol a 10%
pendant 24h, et examinées en histologie standard aprés coloration en
hématoxyline-éosine-safran et trichrome de Masson (permettant une meilleure
appréciation de la fibrose tissulaire) aprés inclusion en paraffine et coupe a
5um. L’épaisseur du tissu de granulation et de la fibrose cicatricielle seront
mesurées en um apres numerisation des lames. Des techniques
complémentaires d’immunohistochimie seront a prévoir sur les blocs en
fonction des résultats de I'analyse transcriptomique, notamment: expression
tissulaire de 'a-SMA (densité myofibroblastique), des collagéne | et Il
(constituants du tissu fibrotique aux stades précoces et tardifs de la
cicatrisation).

- Les autres biopsies sont placées en salle d’'examen dans 1 mL de Trizol et
seront immédiatement acheminées sur de la glace jusqu’a I'UI 1016 ou elles
seront congelées a -80 °C. Aprés extraction de 'ARN cellulaire total, une
analyse transcriptomique par microarray (puce a ADN whole genome

Affymetrix) sera réalisée au sein de la plateforme génom’ic de I'institut
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Cochin. Nos travaux préliminaires ont établi que 2 biopsies cesophagiennes
permettaient d’extraire 30 yL avec 69-104 a 40-119 ng/uL d’ARN selon que
les biopsies concernaient une zone cicatricielle ou la muqueuse
cesophagienne normale. La qualité de 'ARN, appréciée par le RIN (RNA
integrity number) de 7 (/10), le ratio d’ARN 28S/18S (0.4 a 0.7), et le profil
electrophorétique, est jugée satisfaisante. Les transcriptomes seront étudiés
avec l'aide d’un bioinformaticien de la plateforme (logiciels R,Bioconductor,
Partek GS ®, IPA®, GePS® et Pathway Studio®), pour I'analyse primaire
(normalisation des données, fichier d’annotations, analyse non supervisée,
puis supervisée) comme pour I'analyse fonctionnelle a la recherche de
I'expression différentielle de génes impliqués dans l'inflammation, la
prolifération tissulaire, et la fibrogénése, entre JO et J14, et J90, entre les 4

patients ayant développé une sténose et les 4 témoins.

Le résultat attendu est I'identification de génes, et donc de protéines cibles,
impliquées dans des voies de signalisation de fibrogénese tissulaire spécifiques ou
surexprimées chez les patients développant une sténose cesophagienne post-
endoscopique. Certaines voies sont prévisibles a partir des autres processus de
fibrogénése cesophagienne, en particulier la voie de signalisation du TGF 1,
canonique (smad 4, smad 2/3) ou non canonique (RAS/ERK, p38/ERK, ROCK,
TAK1, PI3K, TRAF4/6, NFKB); la voie de CTGF (CCN2), du PDGF, ou encore la
balance NOX2/NRF2: I'objet de ce travail est de les documenter ou d’en identifier de
nouvelles ou de plus spécifiques. Aprés validation des résultats par gPCR et/ou
immunohistochimie, I'inhibition préventive pharmacologique des voies de

signalisation en cause pourrait alors étre testée d’abord sur la souris, puis sur notre
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modele préclinique porcin, avant de la proposer en prévention de la sténose apres
résection endoscopique d’'un cancer superficiel circonférentiel chez 'lHomme dans le

cadre d’'une étude de phase |I.

C.Essais thérapeutiques sur modele de petit animal

Disposer d’'un modeéle de petit animal de sténose cesophagienne post
endoscopique permettrait de dépasser certaines des limites du modele porcin, telles
que sont le colt élevé, les doses importantes de traitements médicamenteux
nécessaires, les limites éthiques et logistiques a 'emploi de porcs en grand nombre,
(pourtant nécessaire a la mise en évidence deffets statistiquement significatifs,
comme plusieurs de nos travaux expérimentaux ont pu le suggérer), et 'absence
d’utilisation aisée ou fiable de nombreux protocoles d’étude de la fibrose mis au point
essentiellement chez la souris. Le troisiéme volet de notre projet consiste donc a
développer un modéle de sténose cesophagienne cicatricielle sur la souris, qui
permettrait, sur la base de I'expérience antérieure du laboratoire (U1016, Pr Batteux)
dans l'étude des mécanismes de la fibrogénése et du stress oxydant
(essentiellement sur des modéles de souris sclérodermiques) d’'une part, de la
connaissance des voies d’inflammation et de fibrogénése suggérées par I'étude
transcriptomique d’autre part, d'évaluer [lintérét de différents modulateurs

pharmacologiques du stress oxydant et/ou de l'inflammation.

La premiére étape vise donc a mettre au point un modéle murin de sténose
cesophagienne cicatricielle consécutive a une lIésion reproduisant l'effet d’'une
exérése endoscopique circulaire. En effet, les modéles de sténose cesophagienne

sur le petit animal concernent principalement les sténoses caustiques chez le rat 208
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209 obtenues aprés exposition d’'un segment isolé du tiers inférieur de 'cesophage a
de la soude caustique a 50% pendant 90 secondes. Ce modele, qui donne prés de
20% de mortalité chez le rat 2'°, parait difficilement applicable chez la souris en
raison de ses dimensions plus faibles, et sa pertinence est incertaine pour étudier la
cicatrisation cesophagienne post endoscopique, dans la mesure ou les lésions
tissulaires sont transmurales. Aucun modele de sténose cesophagienne chez la
souris n'existe a ce jour, la seule tentative décrite utilisant la photothérapie

dynamique s’étant soldée par un échec 2.

Aprés ablation muqueuse circonférentielle du bas cesophage sous anesthésie
générale, les animaux sont réveillés. lls sont réalimentés a H4, puis sont pesés
quotidiennement. Leur comportement est évalué, et, en cas de perte de poids ou de
déces, une autopsie, un prélevement cesogastrique et une analyse macroscopique et
histologique (coloration HES) sont réalisés. Les animaux sont sacrifiés au plus tard a
J28, ou plus t6t en cas de perte de plus de 15% du poids du corps ou de signes de
souffrance. La faisabilité d’'une évaluation endoscopique a 'aide d’'une fibre optique,
insérée par voie antérograde (Spyglass system, Boston Scientific®), a été

documentée.

Les premiéeres tentatives de création de lésion oesophagienne ont été
réalisées a I'aide d’'une minisonde d’Argon (4.5 F, soit 1.5 mm) et ont impliqué 24
souris femelles Balb C de six semaines. Sous anesthésie générale par isoflurane
2%, apres tonte du dos de I'animal, celui-ci est déposé en décubitus dorsal sur une
plaque électrochirurgicale pour nourrisson. On réalise une laparotomie permettant
d’exposer la partie antérieure de l'estomac, qui est incisée, permettant de

cathétériser de fagon rétrograde I'cesophage a l'aide de la sonde d’Argon, sur 5 mm
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environ. Compte tenu de la rigidité de la sonde, il est en effet impossible d’introduire
celle-ci par voie orale sans perforer 'cesophage cervical. L’application est illustrée
par la figure 10. Plusieurs doses d’énergie et débit d’argon ont été realisés (1
application d’'une seconde a 40 W, 0.6 L/mn, 1 application d’'une seconde a 40 W et
0.3L/mn, 1 application d’'une seconde a 30 W et 0.3L/mn, et une ou deux applications
d’'une seconde a 20 W et 0.2L/mn, chaque condition ayant été évaluée sur au moins
4 animaux). La seule condition ayant permis la survie des animaux au-dela de trois
jours était 1 application 20 W 0.2L/mn. Les différentes conditions d’applications

testées sont rappelées dans le tableau 3.

Figure 10 : Application de I'électrocoagulation au plasma argon dans I'cesophage de

souris. A : insertion de la sonde de fagon rétrograde dans le bas cesophage sur 5

mm (fleche) ; B : aspect de I'cesophage, blanchi apres électrocoagulation.
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Tableau 3 : Différents régimes d’électrocoagulation au plasma argon testés sur

I'cesophage de souris

Nombre Puissance | Volume d’ Tirs Survie Résultats

d’animaux (W) Argon (L/mn)

4 40 0.6 2x1s | Non faisabilité

3 40 0.6 2x1s | J28 pas de perte de poids ou de
sténose

5 40 0.3 2x1s [ J0-J3 déces post opératoire (n=1)
perforation oesophagienne
précoce (n=1)
perforations oesophagienne
retardée (n=3)

4 30 0.3 2x1s J2 - J3 perforations oesophagiennes
retardées (n=4)

4 20 0.2 1x1s J3 —J28 | perforation oesophagienne
retardée (n=1)
pas de perte de poids ni de
sténose (n=3)

4 20 0.2 1x 1s J1 -J28 | fuite sur la suture gastrique

(n=1)

pas de perte de poids ni de

sténose (n=3)

L’analyse histologique montre I'absence de sténose cesophagienne, et un cesophage

perforé chez les animaux décédés ou ayant du étre sacrifiés a J3, ou encore un
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cesophage strictement normal, non cicatriciel, chez les animaux ayant survécu

jusqu’a J28. La figure 11 illustre ces constatations.

Figure 11 : Deux types d’aspects histologiques observés dans I'cesophage de souris
aprées ablation au plasma argon. A : Aspect de perforation cesophagienne retardée

(fleche) avec inflammation et nécrose transmurale. B : Paroi cesophagienne normale.

En conclusion, non seulement aucun des animaux n’a développé de sténose
cesophagienne, mais la quantité d’énergie délivrée ne parait pas reproductible, au vu
des résultats cliniques et histologiques. En effet, 'énergie semblait délivrée selon la
loi du « tout ou rien », selon que l'arc électrique se formait a I'extrémité de la sonde.
Ceci aboutissait ou bien a une quantité d’énergie importante aboutissant a la
perforation oesophagienne, ou bien a I'absence de lésion significative. Enfin, le
contact étroit entre la sonde et les parois oesophagiennes de la souris ne semble
pas pouvoir autoriser une application circonférentielle de I'énergie, mais seulement
focalisée en un point. Avant d’envisager l'utilisation d’'un autre outil pour léser

circonférentiellement le bas cesophage en vue de I'établissement du modéle, nous
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allons envisager l'utilisation de plus faibles puissances et la rotation de la sonde dans

I'cesophage.

Mon année de mobilité a I'’Academic Medical Center d’Amsterdam (2014-
2015) m’a permis de poursuivre mon travail sur I'abord chirurgical de I'estomac de
souris, dans le cadre d’'un protocole légérement différent, visant a réaliser une
cryoablation a la jonction épithéliale glandulaire et malpighienne, située chez la
souris a la partie proximale de I'estomac. Aucun des 24 animaux traités n’a
développé de sténose, malgré des protocoles de cryoablation de durée variable,
réalisés a l'aide d’azote liquide et d’un coton-tige, et impliquant le plus souvent le

versant gastrique du cardia.

Des essais pourraient étre envisagés en utilisant la radiofréquence appliquée
a l'aide d’'une sonde souple, passant a travers un cathéter de 4F. En cas d’échec, de
nouvelles tentatives chez le rat, dont les dimensions sont supérieures et le contréle

visuel du geste par minisonde d’endoscopie, seront envisagés.

Une fois le modele de petit animal développé, la derniére phase du projet
visera a étudier les voies métaboliques de la fibrogénese potentiellement activées
dans la constitution d'une sténose (espéces réactives de l'oxygéne, voie
cannabinoide (CB1/2 et CB2R), TGF-B — P-SMAD2/3, PDGFR-B et VEGFR,
antagoniste des récepteurs a I'angiotensine Il (ATIIR), NOTCH/ADAM17) a partir de
prélevements de sérum et de piéces histologiques d’cesophage. Sur la base de
'expérience antérieure du laboratoire dans ['étude des mécanismes de la
fibrogénése et du stress oxydant sur la souris (notamment sur des modeles de souris
sclérodermiques), nous utiliserons des inhibiteurs pharmacologiques du stress

oxydant (inhibiteurs de la voie cannabinoide, sunitinib, irbesartan, DAPT, alicine,
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mimétique de SOD). Au total 10 groupes de 10 (+2) animaux sont envisagés pour
chaque traitement, avec un groupe traité et un groupe contréle pour chacun des 5
traitements. Le taux de mortalité évalué a 20% permettra d’obtenir in fine des
groupes d’étude de 10 animaux ce qui permettra de réaliser des tests dANOVA
suivie de tests de comparaisons multiples. Le choix des voies métaboliques a étudier
sera naturellement discuté a la lumiére des résultats de I'étude transcriptomique dont

les résultats seront observables a la fin de I'année 2016.

Outre les mesures cliniques (poids), et les contr6les endoscopiques, les
éléments suivants seront évalués a partir de prélevements de sérum et de piéces

histologiques d’cesophage :

- Histologie standard (HES): index de sténose, épaisseur du tissu de granulation et

de la fibrose, longueur du néoépithélium.

- Quantification de la fibrose (rouge sirius, dosage du collagéene total dans des

échantillons tissulaires)

- Evaluation par RT-PCR de l'activité des génes suivants: collagene |, Collagéne lll,

VEGF, TGFbeta, TNFa, Il1b, MCP1, INFy, IL10, IL 4 ou 11, IL13.

- Evaluation par western blot de I'expression de I'alfa SMA, de pERK, ERK, et SMAD

3.

- Quantification de la population myofibroblastique (a-SMA par immunohistochimie).

ll. Travaux cliniques

A. La mucosectomie endoscopique associée a la radiofréquence pour cancers

superficiels sur cesophage de Barrett en un méme temps endoscopique.
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Single-session endoscopic resection and focal radiofrequency ablation for short-
segment Barrett's esophagus with early neoplasia.
Barret M, Belghazi K, Weusten BL, Bergman JJ, Pouw RE. Gastrointest

Endosc. 2016 Jul; 84(1):29-36

Le traitement de référence de l'adénocarcinome cesophagien superficiel
associe la résection endoscopique suivie, aprés cicatrisation muqueuse, de I'ablation
par radiofréquence de I'cesophage de Barrett résiduel. Ce processus nécessite en
moyenne 4 endoscopies thérapeutiques, auxquelles viennent s’ajouter la ou les
endoscopies diagnostiques. Dans une étude bicentrique rétrospective, nous avons
évalué l'efficacité de la combinaison en un seul temps endoscopique de la résection
endoscopique et de la radiofréquence. Quarante patients ont été inclus, ayant un
cesophage de Barrett d’extension médiane C1M2, et une lésion visible de 15 mm,
comportant un adénocarcinome intra-muqueux dans 68% des cas. La mucosectomie
était réalisée au capuchon dans la majorité des cas, avec une médiane de 3
fragments réséqués. L’ablation par radiofréquence de I'cesophage de Barrett résiduel
était réalisée a I'aide d’'une sonde focale a 90°, par double ou triple application entre
12 et 15J/cm2. Chez 43% des patients, cette séance de traitement combiné
permettait d’ontenir la rémission compléte de la néoplasie et de la métaplasie
intestinale, tandis qu’a la fin de la période de traitement (incluant 1 a 2 séances
complémentaires de RFA), I'éradication de toute néoplasie et de toute métaplasie
intestinale était obtenue chez 95 % des patients, et maintenue respectivement chez

85 et 82.5% des patients apres 19 mois de suivi médian. Une perforation

125



cesophagienne retardée (2.5% des cas) était traitée médicalement, et 13 (33%)
patients présentaient une sténose cesophagienne traitée par une médiane de 2
dilatations endoscopiques. En conséquence, la réalisation d’un traitement combiné
associant résection endoscopique et radiofréquence endoscopique est faisable, et
pourrait permettre d’économiser une étape dans la prise en charge des
adénocarcinomes superficiels de I'cesophage lorsque [I'extension circulaire et
longitudinale de I'OB est limitée (<C2 dans I'étude). Le fort taux de complication
observé requiert cependant de réévaluer ce type de traitement avec un protocole de
radiofréequence moins agressif. Son application a des OB plus étendus reste

également a évaluer.
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Single-session endoscopic resection and focal radiofrequency
ablation for short-segment Barrett’s esophagus with
early neoplasia

Maximilien Barret, MD, MSc,' Kamar Belghazi, MD,' Bas L. A. M. Weusten, MD, PhD,"+*

Jacques J. G. H. M. Bergman, MD, PhD," Roos E. Pouw, MD, PhD"'

Amsterdam, Nieuwegein, The Netherlands

Background and Aims: The management of early neoplasia in Barrett’s esophagus (BE) requires endoscopic
resection of visible lesions, followed by radiofrequency ablation (RFA) of the remaining BE. We evaluated the
safety and efficacy of combining endoscopic resection and focal RFA in a single endoscopic session in patients
with early BE neoplasia.

Methods: This was a retrospective analysis of patients with early BE neoplasia and a visible lesion undergoing
combined endoscopic resection and focal RFA in a single session. Consecutive ablation procedures were
performed every 8 to 12 weeks until complete endoscopic and histologic eradication of dysplasia and intestinal
metaplasia were reached.

Results: Forty patients were enrolled, with a median CIM2 BE segment, a visible lesion with a median diameter
of 15 mm, and invasive carcinoma in 68% of cases. Endoscopic resection was performed by using the multiband
mucosectomy technique in 80% of cases, and the Barrx”” catheter (Barrx Medical, Sunnyvale, Calif) was used for
focal ablation. When an intention-to-treat analysis was used, both complete remission of all neoplasia and intes-
tinal metaplasia were 95% after a median follow-up of 19 months. Stenoses occurred in 33% of cases and were
successfully managed with a median number of 2 dilations. In 43% of patients, 1 single-session treatment resulted
in complete histologic remission of intestinal metaplasia.

Conclusions: Combining endoscopic resection and focal RFA in a single session appears to be effective. Less-

aggressive RFA regimens could limit the adverse event rates. (Gastrointest Endosc 2016;84:29-36.)

Endoscopic therapy is currently the treatment of choice
for patients with Barrett’s esophagus (BE) containing
high-grade dysplasia (HGD) or early adenocarcinoma.'
Radiofrequency ablation (RFA) alone has been shown to
be effective in eradicating nondysplastic BE and flat
dysplastic BE with good long-term efficacy.” Visible le-
sions, possibly containing more advanced histology, require
endoscopic resection, providing a tissue sample for optimal
histologic assessment.” A combined treatment approach

Abbreviations: APC, argon plasma coagulation; BE, Barrett’s esopbagus;
HGD, high-grade dysplasia: REA, radiofrequency ablation.
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with endoscopic resection of visible lesions, followed 8 to
12 weeks later by RFA of the remaining BE has proven
successful, resulting in complete remission of neoplasia
and intestinal metaplasia in 90% of patients, up to 5 years
after treatment.” This strategy of complete BE eradication
aims at preventing the development of metachronous
neoplasia in the remaining BE mucosa, which is known to
occur in up to 30% of patients after focal endoscopic
resection of neoplasia.”

0016-5107/$36.00
http://dx.doi.org/10.1016/j.gie 2015.12.034

Received October 7, 2015. Accepted December 15, 2015.

Current affiliations: Department of Gastroenterclogy, Academic Medical
Center, Amsterdam (1), Department of Gastroenterology, St. Antonius
Hospital, Nieuwegein, The Netherlands (2).

Reprint requests: Roos E. Pouw, MD, PhD, Department of Gastroenterology
and Hepatology, Academic Medical Center, Meibergdreef 9, 1105 AZ
Amsterdam, The Netherlands.

www.giejournal.org

Volume 84, No. 1 : 2016 GASTROINTESTINAL ENDOSCOPY 29

127



Single-session endoscopic resection and focal radiofrequency ablation

Barret et al

Generally, when patients have undergone endoscopic
resection for a visible lesion, the first RFA treatment is per-
formed by using the balloon-based RFA catheter for circum-
ferential ablation. However, in short-segment BE (defined
as <3 cm long'") or after extensive endoscopic resection,
little BE mucosa is left for RFA after endoscopic resection.
In these cases, focal RFA can be used to treat the
remaining columnar epithelium. Sometimes this approach
is complicated by scarring and narrowing of the
esophagus after prior endoscopic resection, making
passage of the focal RFA catheter and good mucosal
contact difficult.

We hypothesized that combining endoscopic resection
for visible lesions with RFA of the remaining BE mucosa
in a single session is safe and results in effective eradication
of BE mucosa.

The aim of this study was to evaluate the safety and effi-
cacy of this combined single-session procedure.

PATIENTS AND METHODS

Study setting

This is a retrospective analysis of a prospectively regis-
tered patient cohort. Patients were treated in 2 Dutch
tertiary-care referral centers for the management of BE
neoplasia: the Academic Medical Center, Amsterdam, and
the St. Antonius Hospital, Nieuwegein. Patient demo-
graphics, procedural data, and follow-up data were prospec-
tively collected in a central database (ProMISe, Leiden
University Medical Center, The Netherlands).

Selection criteria

We identified all patients treated with endoscopic resec-
tion and focal RFA in a single procedure. For this study we
included patients if they met the following inclusion criteria:
aged >18 years; histologically proven BE with a visible
lesion; no endoscopic signs of possible deep submucosal
growth (ie, >T1sm1l [TNM Atlas, 6th Edition, Chichester,
West Sussex, UK]), such as large protruded lesion type or
ulcerated lesions; no previous endoscopic or surgical treat-
ment for BE-related neoplasia; no esophageal stenosis at
baseline and no esophageal varices; and informed consent.

Endoscopic procedures

Endoscopic work-up. Before-procedure assessment
consisted of at least 1 endoscopy with high-resolution white
light endoscopy and virtual chromoendoscopy. The BE
segment was measured according to the Prague C and M
criteria,'’ and the presence of a hiatal hernia was
recorded. The BE segment was carefully inspected for
the presence of visible lesions in the antegrade and
retroflexed positions, and targeted as well as random
quadratic biopsy specimens were taken every 2 cm.

Single-session endoscopic resection and RFA
endoscopy. During therapeutic endoscopy, the BE

segment was carefully inspected again. Visible lesions
were delineated by placing coagulation markers 1 to
2 mm outside the lesion, by using the tip of the resection
snare with 40-W soft coagulation setting on an ERBE VIO
generator (Erbe Elektromedizin GmbH, Tibingen, Ger-
many). Endoscopic resection was performed by using the
multiband mucosectomy technique (Duette MBM system,
Cook Endoscopy, Limerick, Ireland) or the endoscopic
resection—cap technique (Olympus; Hamburg, Germany).
Details about the resection procedures are described in
detail elsewhere.'*"

Immediately after endoscopic resection, the residual BE
mucosa was treated with focal RFA by using the Barrx™
ablation device (Covidien, Sunnyvale, Calify. The gastro-
esophageal junction was circumferentially ablated as part
of the treatment protocol. Several ablation regimens
were used: 2 double 15 J/cm® applications with a cleaning
phase in between, 3 applications with 15 J/cm? or 3 appli-
cations with 12 J/em® without a cleaning step. Specific
attention was paid to avoid application of RFA energy on
the remaining submucosal layer in the resection wound.

Postprocedural care. All study patients received
esomeprazole 40 mg twice daily (or an equivalent dose
of proton pump inhibitor) as a maintenance dosage. In
addition, patients were prescribed ranitidine 300 mg at
bedtime and 5 mL sucralfate suspension 3 times daily for
a period of 2 weeks after all therapeutic procedures.

Subsequent treatment and follow-up. All patients
were contacted by telephone within 24 to 48 hours and
also 2 weeks after the procedure to check for adverse
events. Patients were scheduled for follow-up endoscopy
with biopsies or additional endoscopic therapy at 3
months. Additional focal RFA was used to treat residual
BE epithelium every 3 months until complete histologic
eracdication of intestinal metaplasia was reached. During
each focal RFA session, the gastroesophageal junction
was circumferentially treated. In case of only small islands
of columnar mucosa (<5 mm), argon plasma coagulation
(APC) could be used. Follow-up endoscopies were sched-
uled at 6 and 12 months and annually thereafter. Biopsy
specimens were obtained from every 2 cm of the original
BE segment and immediately distal (<5 mm) to the neo-
squamocolumnar junction.

Histopathologic evaluation

Endoscopic biopsies and resection specimens were as-
sessed by a local expert pathologist.” The revised Vienna
Classification was used for histologic grading."” If cancer
was found, the following characteristics were assessed:
tumor infiltration depth, tumor differentiation grade,
presence of lymphatic or vascular infiltration, the radicality
of the resection at the deep resection margins, and, if
resection had been en bloc, the radicality at the lateral
margins.

Based on the endoscopic resection specimen, indica-
tions for additional endoscopic management were limited
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Figure 1. Endoscopic mucosal resection and focal radiofrequency ablation in a single treatment session, in 40 patients with Barrett's esophagus contain-
ing a visible lesion suspect for early carcinoma: study flowchart, RFA, radiofrequency ablation; £R, endoscopic resection,

to the mucosa, with a wellto-moderate differentiation
grade, no signs of lymphovascular invasion, and a radical
resection at the deep resection margin. However, superfi-
cial submucosal invasion <500 pm (T1sm1) or poor differ-
entiation were considered a relative indication for
endoscopic treatment in selected cases (eg, elderly pa-
tients with comorbidity).

Outcome parameters

Primary outcome parameter. Complete remission
of dysplasia and intestinal metaplasia, defined as the
absence of any dysplasia or intestinal metaplasia in biopsy
specimens (including biopsy specimens taken distal to the
neosquamocolumnar junction) obtained during the first
follow-up endoscopy.

Secondary outcome parameters. These included
sustained complete remission of dysplasia and intestinal
metaplasia, defined as the absence of any dysplasia or intes-
tinal metaplasia in biopsy specimens (including biopsy spec-
imens taken distal to the neosquamocolumnar junction)
obtained during the follow-up period and total number of

treatment sessions required to achieve complete remission
of intestinal metaplasia.

Adverse events of the single-session endoscopic
resection plus focal RFA procedure. Timing of adverse
events was defined as: acute (during the procedure), early
(<48 hours), and late (>48 hours). Severity of adverse
events was graded as mild (unscheduled hospital admis-
sion, hospitalization <3 days, hemoglobin level drop <3
@/dL, no need for transfusion), moderate (hospitalization
4-10 days, <4 units of blood transfused, need for repeat
endoscopic intervention, radiologic intervention), severe
(hospitalization >10 days, intensive care unit admission,
need for surgery, >4 units of blood transfused, in the
case of stenosis: >5 dilations, stent placement, or incision
therapy), or fatal (death attributable to the procedure <30
days or longer with continuous hospitalization). '

Ethical considerations

According to national guidelines (www.ccmo.nl), this
study was exempted from official institutional review board
approval after assessment of the study design and protocol.
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Statistical analysis

Data analysis was performed by using SPSS statistical
software package (version 20, SPSS Inc, Chicago, Ill). The
intention-to-treat  analysis  included all patients who
entered the treatment protocol; patients lost to follow-
up were considered a failure for complete remission
of dysplasia and complete remission of intestinal
metaplasia.

The mean + standard deviation (SD) was used to
describe variables showing a normal distribution, and the
median (interquartile range [IQR]) was used for variables
with a skewed distribution. Where appropriate, the Fisher
exact test was used.

RESULTS

Patients

Between March 2009 and October 2013, 40 patients
were included (31 men, mean age 66 = 10 years) (Fig. 1,
Table 1). The median BE length before endoscopic
resection was CIM2 (IQR C 0-2, M 2-4), visible lesions
had a median size of 15 mm (IQR 10-20).

Endoscopic procedures

Endoscopic resection was performed by using the MBM
technique (Duette MBM system, Cook Endoscopy,
Limerick, Ireland) in 32 patients (80%) and the endoscopic
resection-cap technique (Olympus, Hamburg, Germany) in
8 cases (20%). The majority of lesions were removed by
piecemeal resection (70%), and the median number of re-
sected pieces was 3 (IQR 3-5). In 30% of cases, the lesion
could be removed en bloc. The median circumferential
extent of the resection was 30% (IQR 21-50). In 2 cases,
a second lesion was resected during the same endoscopy.

Focal RFA was applied in all cases, by using the triple 15
Jiem? regimen (n = 36, 90%), the triple 12 J/em? regimen
(n = 1, 3%), or the double 15 J/cm” with cleaning regimen
(n = 3, 7%). In 1 patient, additional APC was used in addi-
tion to RFA to prevent application of RFA energy on the
resection wound. The median duration of the single-
session procedure was 41 minutes (IQR 28-39). Represen-
tative pictures of the endoscopic procedures are shown in
Figures 2 and 3.

Histopathologic outcome

The most advanced histologic diagnosis of endoscopic
resection specimens was early adenocarcinoma in 25 pa-
tients (63%), HGD in 9 (23%), low-grade dysplasia in 3
(8%), and intestinal metaplasia in 3 (8%).

One patient had a Tlsm3 cancer and was referred for
esophagectomy. Two patients, both with known cardio-
vascular comorbidity, had a poorly differentiated mucosal
cancer. After discussion in a multidisciplinary cancer
board meeting, it was decided to treat both patients

TABLE 1. Endoscopic mucosal resection and focal radiofrequency
ablation in a single treatment session, in 40 patients with Barrett's
esophagus containing a visible lesion: baseline patient characteristics

Patients, no. 40
Sex, male, no. (%) 31 (78)
Age, mean (+ SD), y 66 (10)
Barrett's esophagus length, median (IQR), cm C1(0-2), M2 (24)
Size of the visible lesion, median largest 15 (10-20)
diameter (IQR), mm
Predominant type of the lesion, no. (%)
Paris 0-lla 31 (78)
Paris O-Is 3(8)
Paris 0-llb 5(13)
Paris 0-Ip 1(3)
Histology of endoscopic resection
specimens, no. (%)
Early adenocarcinoma 25 (63)
High-grade dysplasia 9 (23)
Low-grade dysplasia 3(8)
Intestinal metaplasia 3(8)
Worst documented histologic
finding®, no. (%)
Early adenocarcinoma 27 (67 .5)
High-grade dysplasia 11 (27.5)
Low-grade dysplasia 2 (5)
Intestinal metaplasia 0

5D, Standard deviation; IQR, interquartile range.
*Either on initial biopsies or endoscopic resection specimen.

endoscopically on a relative indication,
comorbidities.

given their

Primary outcome results

Complete remission of dysplasia and intestinal
metaplasia. Complete remission of dysplasia and com-
plete remission of intestinal metaplasia were achieved in
38 of 40 patients (95%) by using an intention-to-treat anal-
ysis and 38 of 38 patients (100%) in a per-protocol analysis
(Lig. 1, Table 2). Two patients left the treatment protocol
before control endoscopy. The first patient left because
of a noncurative endoscopic resection (deep submucosal
infiltration and positive vertical margins) requiring
subsequent esophagectomy. The second patient left
because of the concomitant diagnosis of a metastasized
rectal cancer.

Secondary outcome results

Sustained remission of dysplasia and intestinal
metaplasia. During a median follow-up period of 19
months (IQR 6-40), measured from the last therapeutic
endoscopy to the last follow-up endoscopy, no histologic
recurrence of dysplasia was found in any of the 38 patients
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Figure 2. Endoscopic images illustrating the single-session endoscopic treatment of Barrett’s esophagus with early neoplasia in a 70-year-old patient. A,
CIM2 Barrett’s esophagus containing a 2 em, large, slightly elevared lesion at the 12 o clock position. B, Extension of the lesion beyond the gastric cardia,
shown in retroflex view. C, Delineation of the lesion with coagulation markers made with the tip of the resection snare. D, E, and F, Three steps of endo-
scopic resection by using multiband mucosectomy: D, Positioning of the cap over the lesion before the suction step. E, Positioning of the cap over the
lesion before the ligaton, F, Positioning of the cap over the lesion before the snare resection beyond the band. G, Endoscopic appearance after
endoscopic resection in 2 pieces. H. 1, Focal radiofrequency ablation of the remaining Barrett's esophagus, including systematic ablation of the Z line.
J. K, Control endoscopy at 3 months showing complete endoscopic and histologic remission of the Barrett’s esophagus under white light endoscopy

(h and narrow-band imaging (K).

who reached the primary endpoint. During the follow-up
period, 4 patients died due to causes unrelated to BE
neoplasia (shock due to a spleen rupture, metastatic hepa-
tocellular carcinoma, pneumonia, ventricular tachycardia).

Sustained histologic eradication of dysplasia was 100%.
In 1 patient, follow-up endoscopy at 18 months revealed
3 islands (1 mm) with columnar-like epithelium. No biopsy
specimens were taken, and the islands were immediately
treated with APC. Biopsy specimens obtained during sub-
sequent follow-up endoscopies did not show intestinal

metaplasia. Counting these islands as recurrent intestinal
metaplasia, although not histologically confirmed, results
in a sustained remission of intestinal metaplasia in 97%
(33/34) of patients.

Number of treatment sessions. The median number
of treatment sessions required to achieve complete remis-
sion of dysplasia and complete remission of intestinal
metaplasia was 2 (IQR 1-2). In 43% (17/40) of patients,
the single-session treatment was sufficient to achieve com-
plete remission of dysplasia and complete remission of
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Figure 3. Endoscopic images illustrating the single-session endoscopic treatment of Barrett’s esophagus with T1Am3 adenocarcinoma in a 66-year-old
patient. A, Visible 2-cm long, Paris 0-Ia lesion, located at the 3 o'clock position, inside a COM2 Barrett's esophagus. B, The same lesion under narrow-band

imaging. C, Under narrow-band imaging and electronic magnification by using near focus, an irregular pit pattem and subsquamous tissue growth are
seen, D, E, Extension of the lesion beyond the gastric cardia, shown in retroflex view. F, Same view using narrow-band imaging. G, Delineation of
the lesion with coagulation markers by using the tip of the resection snare, H, 1, Focal madiofrequency ablation of the remaining Barrett’s esophagus,

including systematic ablation of the Z line. J, K, L, Control endoscopy at 3 months showing complete endoscopic and histologic remission of Barrett's
esophagus in direct view under white light endoscopy (J) and narrow-band imaging (K}, and in retroflex view (L).

intestinal metaplasia. In the remaining 58% (23/40), a me-
dian number of 1 (IQR 0-1) additional RFA treatment ses-
sion was required, One session of APC treatment was
performed in 2 patients after the initial single-session pro-
cedure and in 5 patients after iterative RFA sessions, to
ablate residual BE islands deemed too small for RFA.

Adverse events. In total, 15 adverse events occurred
in 15 patients.

Acute adverse events. A total atrioventricular block
occurred during the single-session procedure in a 62-
year-old woman with coronary artery bypass surgery in
her medical history. The RFA regimen used was the triple

15 J/cm?, The atrioventricular block was probably caused
by a vasovagal reaction, and no further investigation was
necessary (mild adverse event).

Early adverse events. A 55-year-old man with a C2M2
BE was diagnosed with an esophageal perforation 2 days
after the single-session procedure. During the single-
session treatment, 4 15-mm visible lesion was resected by
using the endoscopic resection—cap technique followed
by focal RFA by using the triple 15 J/em? regimen. Forty-
eight hours after treatment, the patient presented with
dyspnea and chest pain. A CT scan showed periesophageal
air without signs of mediastinitis, suspicious for an
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TABLE 2. Endoscopic mucosal resection and focal radiofrequency
ablation in a single treatment session, in 40 patients with Barrett's
esophagus containing a visible lesion: outcome parameters

Primary outcome parameter, no. (%)

Complete remission of dysplasia®

Per-protocol analysis 38/38 (100)
Intention-to-treat analysis 38/40 (95)
Complete remission of intestinal metaplasia®
Per-protocol analysis 38/38 (100)
Intention-to-treat analysis 38/40 (95)
Secondary outcome parameters
Total no. of treatment sessions to achieve 2(1-2)
complete remission of intestinal metaplasia,
median (interquartile range)
Additional radiofrequency ablation sessions, 1(0-1)
median (interquartile range)
Escape treatment with argon plasma 7 (16.3)
coagulation, no. (%)
Recurrence of Barrett's esophagus neoplasia 1(2.5)
during follow-up, no. (%)
Adverse events
Mild 13)
Moderate 13 (30)
Severe 1(2)
Follow-up, median (interquartile range), mo 19 (6-40)

*At the end of treatment protocol.

esophageal perforation. The patient was admitted to the
intensive care unit and treated conservatively. After 9
days the patient was discharged in good clinical condition.
The adverse event was graded as severe.

Late adverse events. In 13 (33%) patients, symptom-
atic esophageal stenosis occurred. All were treated success
fully with a median number of 2 (IQR 1-2) dilations and
were considered to have had moderate adverse events.
Seven occurred after the initial treatment, and 6 developed
after iterative ablation sessions. In 1 patient, an additional
RFA procedure required the Channel RFA endoscopic cath-
eter (Covidien, Sunnyvale, Calif) because of a narrowed
esophagus. All patients had initial ablation by using the tri-
ple 15 J/em? regimen,

DISCUSSION

In this study, we showed the feasibility and the efficacy
of a single-step treatment modality for BE combining endo-
scopic resection and focal RFA. The procedure was per-
formed in approximately 40 minutes and resulted in high
rates of complete remission of dysplasia and complete
remission of intestinal metaplasia. This strategy allowed a
single-session treatment, saving 1 step in patient manage-
ment in 43% of patients.

Several studies have determined the current manage-
ment of early neoplasia arising in BE. Visible lesions are
removed with endoscopic resection, and the remaining
flat BE mucosa is treated with RFA. This multistep strategy
typically includes 1 endoscopic resection endoscopy and 3
subsequent RFA procedures. ™" It has been highly effec-
tive with sustained complete remission of dysplasia in 94%
to 96% and complete remission of intestinal metaplasia in
84% to 96% of cases, after 2 to 5 years of follow-up. The
most important reported adverse event when this treat-
ment approach is used is esophageal stenosis formation,
occurring in 6% to 8% of cases.*>”"”

There are 2 main advantages of the single-session treat-
ment strategy: first, combining RFA and endoscopic resec-
tion saves one endoscopic procedure in almost half of the
patients. Second, RFA is performed before any esophageal
scarring occurs after endoscopic resection: therefore, the
introduction of the Barrx”® ablation device is not hampered
by stenosis, and the contact of the electrode and the
esophageal mucosa is optimal.

Combining endoscopic resection and RFA in a single
session already has been studied, by performing circumfer-
ential RFA immediately followed by endoscopic resection
of the initially identified visible lesion in patients with a
BE of >3 cm. This approach, however, resulted in a 42%
adverse event rate, with a 20% stenosis rate. Most impor-
tantly, additional endoscopic resection had to be per-
formed in 35% of patients. In these cases, there was
recurrence of a lesion at the edge or within 2 cm of the
edge of the initial endoscopic resection, suggesting that
endoscopic resection of visible lesions immediately after
RFA is not reliable.'”

Our study showed a relatively high rate of stenosis
(33%, 13/38), although still much lower than the 50%-
88% stenosis rate observed after stepwise radical endo-
scopic resection.”'” Seven of the stenoses occurred right
after the single-session treatment, and in 6 patients a ste-
nosis occurred after additional RFA procedures. The high
rate of stenosis in our study is not likely to be explained
by the size of the endoscopic resection because most of
the resections were less than hemicircumferential. RFA
alone leads to 4% of esophageal stenosis.”” However,
RFA treatment with the triple 15 J/cm® regimen, as was
applied in 90% of patients, has been shown to induce
more damage to the esophagus, resulting in an 11%
stenosis rate.”” It might also account for the esophageal
perforation that was recorded in our study. The triple 12
J/em?® regimen is currently being studied in a randomized
clinical trial and might be more appropriate for the
single-step treatment.

Endoscopic resection not only serves as a therapeutic
procedure but also as a diagnostic tool by providing histo-
logic assessment. The most important downside of the
single-session treatment is that in some cases the RFA
treatment would not have been necessary based on the
histologic outcome of the endoscopic resection specimen.
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It is important that the endoscopist who performs the
single-session procedure is able to accurately identify dur-
ing the procedure those cases in which endoscopic resec-
tion will be curative, in order to prevent an unnecessary
RFA treatment in a patient who will undergo an esophagec-
tomy. In the largest study published on endoscopic resec-
tion for BE, about 9% (96/1096) of suspected mucosal
adenocarcinomas  had  advanced histology  actually
requiring surgical treatment after endoscopic resection.”
We found comparable numbers in our cohort (7%, 3/43).
However, because 2 patients were ultimately managed
solely endoscopically, only 1 RFA procedure was
performed in vain.

Our study has several limitations that need to be ad-
dressed. First, the study has a retrospective design leading
to selection bias in inclusion. Second, even though the vast
majority of the patients had the triple 15 J/em® ablation
protocol, the heterogeneity of the RFA regimens can
make the results difficult to compare,

In summary, we found that in a selected patient popula-
tion with short-segment BE and small visible lesions, endo-
scopic resection and focal RFA of the remaining BE and
gastroesophageal junction in a single step is feasible and is
as effective as the 2-step strategy in terms of complete remis-
sion of dysplasia and complete remission of intestinal meta-
plasia. A single treatment session was sufficient to achieve
complete remission of intestinal metaplasia in >40% of pa-
tients, sparing 1 additional endoscopic procedure. However,
30% of patients developed a stenosis. Further studies to
optimize the ablation settings are needed.
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2. Résection par dissection sous-muqueuse des adénocarcinomes superficiels de

I'cesophage

Endoscopic submucosal dissection for early Barrett's neoplasia.
Barret M, Cao DT, Beuvon F, Leblanc S, Terris B, Camus M, Coriat R, Chaussade S,

Prat F.United European Gastroenterol J. 2016 Apr;4(2):207-15.

La société européenne d’endoscopie digestive (ESGE) recommande l'usage
systématique de la dissection sous-muqueuse (ESD) dans la résection des
carcinomes épidermoides de l'cesophage, sur la base d’études japonaises
documentant une supériorité de 'ESD sur la mucosectomie endoscopique (EMR) en
termes de résection carcinologique et de taux de récidive locale. Nous avons
cherché a évaluer, a partir d'une base de données monocentrique prospective, les
performances de 'ESD dans le traitement des adénocarcinomes cesophagiens sur
cesophage de Barrett, domaine dans lequel 'EMR reste la technique de référence.
Trente-cinq patients et 36 lésions ont été évalués, développées au sein d’un
cesophage de Barrett d’extension moyenne C4MG6, et ayant bénéficié d’'une résection
de 5 cm de grand axe en moyenne pour des lésions néoplasiques d’'un diametre
moyen de 12 mm, dont 81% étaient des cancers. Le taux de résection en bloc était
de 89%, le taux de résection RO pour les cancers était de 72.4%, et le taux de
résection curative, incluant I'absence de facteurs de mauvais pronostic, était de 66%.
Le taux de complication était de 16.7%, dont 8.3% de perforations, toutes traitées

médicalement, et la mortalité a 30 jours était nulle. 9 patients étaient opérés
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secondairement en raison d’une invasion des marges profondes ou de critéres de
mauvais pronostic en histologie, dont 3 (33%) avaient une piece opératoire blanche.
En conclusion, notre série suggéere que des résultats oncologiques comparables a
ceux obtenus avec les carcinomes épidermoides de I'cesophage sont plus difficiles a
obtenir par ESD dans le cas de I'adénoCa sur OB, notamment en raison de facteurs
histologiques de mauvais pronostic méconnus avant la résection, et surtout de la
difficulté a délimiter précisément les marges de résection lorsqu’on cherche a
épargner latéralement suffisamment de tissu non carcinomateux pour prévenir le
développement d’une sténose cicatricielle. Une amélioration de la qualité de
'endoscopie diagnostique est cependant certainement nécessaire afin d’améliorer la
délimitation des lésions (49% de marges envahies par la dysplasie de haut grade ou
le cancer). En outre, une amélioration de la qualité technique du geste, aisément
anticipable dans la mesure ou cette série inclut le début de notre expérience en ESD

cesophagienne, permettra de diminuer le taux de complications.
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Abstract

Introduction: The possible benefit of endoscopic submucosal dissection (ESD) for early neoplasia arising in Barrett's
esophagus remains controversial. We aimed to assess the efficacy and safety of ESD for the treatment of early Barrett's
neoplasia.

Methods: All consecutive patients undergoing ESD for the resection of a visible lesion in a Barrett's esophagus, either
suspicious of submucosal infiltration or exceeding 10 mm in size, between February 2012 and |anuary 2015 were prospect-
ively included. The primary endpoint was the rate of curative resection of carcinoma, defined as histologically complete
resection of adenocarcinomas without poor histoprognostic factors.

Results: Thirty-five patients (36 lesions) with a mean age of 66.2 12 years, a mean ASA score of 2.1+ 0.7, and a mean
CuM6 Barrett’s segment were included. The mean procedure time was 19179 mn, and the mean size of the resected
specimen was 51.3 423 mm. En bloc resection rate was 89%. Lesions were 124 15mm in size, and 81% (29/36) were
invasive adenocarcinomas, six of which with submucosal invasion. Although R0 resection of carcinoma was 72.4%, the
curative resection rate was 66% (19/29). After a mean follow-up of 12.94+9 months, 16 (45.7%) patients had required
additional treatment, among whom nine underwent surgical resection, and seven further endoscopic treatments.
Metachronous lesions or recurrence of cancer developed during the follow-up period in 17.2% of the patients. The overall
complication rate was 16.7%, including 8.3% perforations, all conservatively managed, and no bleeding. The 30-day
mortality was 0%.

Conclusion: In this early experience, ESD yielded a moderate curative resection rate in Barrett's neoplasia. At present,
improvements are needed if ESD is to replace piecemeal endoscopic mucosal resection in the management of Barrett's
neoplasia.
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of tumors larger than 20mm. Therefore. lesions are
resected piecemeal, leaving remnants of neoplastic
tissue in situ, and recurrence rates of 9.8% to 14.5%

Introduction

Endoscopic submucosal dissection (ESD) has been
extensively used in Japan and increasingly in Europe
within the last decade for the resection of early esopha-
geal neoplasms.'® On the one hand, esophageal surgi-
cal resection is associated with 35%—42% morbidity
and 2%—3.4% mortality* © even in high-volume, spe-
cialized centers. On the other hand, endoscopic muco-
sal resection (EMR), although reported safe and
effective for small intramucosal esophageal cancer,
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require cautious follow-up and additional endoscopic
resections.””

In 2010, Takahashi et al. reported a 99.1% curative
resection rate for intramucosal esophageal squamous
cell carcinoma resected with ESD, as compared to
78.3% obtained with EMR, even though the lesions
resected by EMR were almost twice as small as those
resected with ESD.'" The superiority of ESD over
EMR in terms of en bloc resection, curative resection,
and local recurrence rate of esophageal neoplasms was
confirmed in three large studies' 12 as it had been
demonstrated  earlier for gastric neoplasms.'?
Furthermore, ESD provides a single specimen, obvi-
ously more appropriate for an optimal histological
assessment than the multiple tissue chunks retrieved
after piecemeal EMR.

If the resection of squamous neoplasms invading the
submucosa is questionable because of the high fre-
quency of lymph node involvement,'* ESD could
allow for safer resection of early adenocarcinoma
(EAc) invading the submucosa, as compared to EMR.
Yet, current data on ESD for the treatment of Barrett’s
carcinoma are scarce and do not demonstrate a benefit
of ESD in this indication," possibly because the experi-
ence of Western teams in ESD is sfill limited, and
second because the endoscopic delineation of the
extent of EAc in Barrett’s esophagus is difficult and
results in high rates of positive lateral margins.
Therefore, we sought to assess in our experience the
effectiveness and safety of ESD for the treatment of
visible lesions arising in Barrett’s esophagus suspicious
of early adenocarcinoma.

Methods
Patient selection and data collection

This is a retrospective study from a prospectively col-
lected database including 69 esophageal ESDs per-
formed in our department since January 2012
Patients included had histologically confirmed
Barrett’s esophagus with intestinal metaplasia and a
visible lesion deemed not amenable to en bloc EMR
because of elevated type or a size exceeding 10mm.
All consecutive patients with lesions of more than
10mm and/or suspicion of submucosal ingrowth were
treated with ESD. Patients with signs of deep submuco-
sal invasion such as Paris type 0-III type, or evidence of
advanced disease on preoperative or computed tomog-
raphy (CT) scanner were not offered ESD. An oncolo-
gic workup including endoscopic ultrasound (EUS) and
thoraco-abdomino-pelvic CT scan was performed pre-
operatively in cases in which preoperative histology
mentioned invasive adenocarcinoma and worrisome
endoscopic features, such as polypoid (Paris 0-Is) or

ulcerated (Paris 0-11I) lesion were seen. Demographic
data and procedural characteristics such as the date, the
size of the resection, the endoscopic device used. the
early outcomes and complications, histological results
and possible complementary treatments were found in
the database. Further data on the endoscopic proced-
ure such as procedure duration, use of esophageal stric-
ture prevention, patients’ comorbid conditions,
and most recent follow-up data were found in the
patients’ files.

Endoscopic procedures

A diagnostic staging endoscopy was systematically con-
ducted in our center within one month prior to ESD,
using high-definition endoscopes and narrow-band
imaging, in order to characterize the extent of
Barrett’s esophagus, and determine the endoscopic
resectability of the neoplasia. All ESDs were conducted
under general anesthesia with endotracheal intubation
and CO,. Antiplatelet agents other than aspirin and
anticoagulant therapy were discontinued before the
procedure. ESDs were performed by three experienced
operators (FP, SL, SC), each of whom has previous
experience with more than 50 rectal, gastric, and
esophageal ESDs in patients. High-delinition gastro-
scopes with narrow-band imaging (GIF-H180J, GIF-
2THI180 or GIF-HQI190, Olympus, Japan) were used
for ESD. Procedures were carried out with a soft
distal attachment cap and waterjet. The choice of
ESD knives was left to the operator, among them the
1.5 mm dual knife (Olympus, Japan), the 1.5 or I mm
flush knife (Fujifilm, Japan), and the triangle tip (TT)
knife (Olympus, Japan). After delineation of the lesion
with soft coagulation dots positioned 2-3 mm external
to the lateral margins of visible lesions, submucosal
injection of indigo-carmine-stained lifting solution (a
mixture of 5% fructose and 10% glycerol with
saline'®) was performed; peripheral incision was con-
ducted using the endocut mode and submucosal dissec-
tion was then achieved using the swift coagulation
mode. Hemostasis of submucosal vessels was achieved
either with the ESD knife, coagulation forceps in soft
coagulation mode (Coagrasper, Olympus, Japan), or
1% epinephrine lavage. The modus operandi for the
most recent cases of esophageal neoplasia generally fol-
lowed the “tunnel method,” in which we perform distal
and proximal marginal incisions before undertaking the
submucosal dissection in an antegrade fashion, and
fimish by cutting the left and right margins.'”
Standard ESD procedure with a circumferential inci-
sion all around the lesion at the early phase of the pro-
cedure was performed in other cases. An example of
ESD for the resection of a Barrett’s carcinoma is pre-
sented in Figure 1. When circumferential or
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Figure 1. Endoscopic submucosal dissection of a 15 mm, Paris 0-lla + llc, ulcerated intramucosal carcinoma, arising on a C14M15
Barrett's esophagus. Panels (a) and (b) show the distal and proximal side of the lesion in narrow-band imaging, respectively. Panels (c),
(d) and (e) show the lesion delineated with coagulation markings in white light endoscopy ((c) and (d)) and narrow-band imaging (e).
The markings are placed at least 5mm away from the lesion margins. Panel (f) shows the resection site immediately after the
hemicircumferential endoscopic submucosal dissection on a & cm height. Resection was curative with lateral margins positive for
intestinal metaplasia, and radiofrequency ablation of the remaining Barrett's esophagus was performed.

subcircumferential mucosal resection was achieved,
post-endoscopie stricture prevention was attempted by
injecting endoscopically 100 mg of triamcinolone into
the residual submucosa and muscularis propria, as
reported by Hanaoka et al.'®

Histological assessment

Resected specimens were pinned on polystyrene boards
and fixed in 10% formalin for 24 hours. After fixation,
specimens were cut into 2-3 mm slices and embedded in
paraffin. Blocks were further sliced at 4 pm and stained
with hematoxylin-ecosin-saffron. Histological slides
were assessed by two pathologists experienced in
Barrett’s esophagus pathology (FB and BT). The fol-
lowing data were assessed: en bloc resection, size of the
lesion with worst histology, invasion of the lateral mar-
gins, grade of dysplasia; in case of invasive carcinomas,
the following data were recorded: grade of differenti-
ation, presence of lymphatic or vascular invasion, dee-
pest tumor extension in the esophageal wall. and
tumoral invasion of the vertical (deep) margin. In
case of submucosal invasion, the extent of the tumor
front beyond the muscularis mucosae was measured in
pm, as well as the width of that extension. For invasive

adenocarcinoma, the margins could be either tumor
free (R0O) or infiltrated with tumor (R1). Submucosal
invasion was assessed according to the Japanese classi-
fication of esophageal cancer.'” The processing of the
samples and histopathological analysis are presented in
Figure 2.

Complications and fellow-up

We recorded complications as early (within 48 hours
after ESD) or late complications (>48 hours after
ESD). Bleeding was defined as a either a two-point
hemoglobin drop in 24 hours or hematemesis, melena
or hematochezia requiring either blood cell transfusion
or control endoscopy. Per-procedural bleeding managed
with hemostatic forceps was not recorded as a compli-
cation. Esophageal perforation was defined as a visible
hole in the esophageal muscle layer and/or postoperative
air or liquid collection in the mediastinum or the abdo-
men. Esophageal strictures were recorded as a narrow-
ing of the esophageal lumen either too small to admit a
10 mm endoscope, or associated with dysphagia.

After ESD, patients were looked after in the depart-
ment for at least two nights and received high-dose
proton pump inhibitors, pain medication, and oral
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Figure 2. Histopathological assessment of early Barrett's carcinoma resected by endoscopic submucosal dissection. (a) Macroscopic view
of the resected specimen after 24 hours of formaldehyde fixation, pinned to the polystyrene board with an orange needle to mark the oral
side of the resection. (b) Macroscopic view of the resected specimen after fixation. Arrowheads show the 15 mm suspicious nodular lesion.
(¢) and (d) Processing of the specimen in 2-3 mm sections further included in paraffin blocks. (e) Histological view of the resected
specimen showing an invasive adenocarcinoma (arrowheads) with submucosal infiltration and R0 margins, hematoxylin-eosin-saffron,
5x. (f) After digitization of the slide, measurement shows a submucosal invasion of 225 um, making the lesion a pTla smi lesion, with
curative endoscopic treatment. (g) and (h) Histological view of the resected specimen at higher magnifications, Histalogical view of the
resected specimen showing a well-differentiated tubulous adenocarcinoma with submucosal infiltration and R0 margins, and no vascular
or lymphatic invasion, hematoxylin-eosin-saffron, 25x and 200, respectively.

feeding was resumed progressively within 24 hours of
the procedure. All cases of invasive adenocarcinoma
were discussed in a multidisciplinary meeting. All
patients had a one-month follow-up visit after ESD
to check for symptoms and plan further management.
Control endoscopy was conducted at three months and
biopsies of the scar, as well as the remaining Barrett’s
mucosa or the neosquamocolumnar junction,

were taken. If radiofrequency ablation for Barrett’s
esophagus was needed and accepted by the patient,
radiofrequency ablation eradication protocol was
started within six months of ESD. Otherwise, control
endoscopies were performed every six months. When
necessary, esophageal dilation using Savary-Gilliard
bougies was conducted every two weeks until resolution
of symptoms.
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Study endpoints and definitions

The main study endpoint was the curative resection of
carcinoma, defined as RO resection of a well- or mod-
erately differentiated invasive adenocarcinoma without
lymphatic or vascular invasion. In cases with submuco-
sal tumor invasion, curative resection was considered
only when submucosal tumor invasion was less than
500 pm (T1Bsm1).
Secondary endpoints were as follows:

— Rate of ESD success: ESD was considered as failed
when the procedure had to be stopped before com-
plete dissection of the specimen was achieved with
the ESD knife.

— Rate of en bloc resection, defined by the resection of
the whole neoplastic lesion in a single piece.

— Rate of RO resection rate of carcinoma, defined as en
bloc resection of an invasive carcinoma with vertical
and lateral tumor-free margins and a minimum of
1 mm safety margins.

— Rate of curative resection of high-grade dysplasia
(HGD) or carcinoma, defined as a histologically
complete resection with margins free of carcinoma
or HGD.

— Rate of curative resection of neoplasia, defined as a
histologically complete resection with margins free
of carcinoma or any dysplastic tissue.

— Rates of complete remission of carcinoma. neoplasia
(HGD or carcinoma), dysplasia and intestinal meta-
plasia at the most recent follow-up.

— Early and late complication rates.

— 30-day mortality after ESD.

Statistical analysis and ethical aspects

Statistical analyses were performed using GraphPad
Software (GraphPad Software Inc, San Diego, CA).
Results are expressed as mean (£SD) in case of a
normal distribution of variables and median (interquar-
tile range (IQR) 25%-75%) for variables with a skewed
distribution, or absolute numbers and percentages.
Patient written informed consent was obtained before
each endoscopic procedure. The study received
approval from our local institutional review board.

Results
Baseline patient characteristics

Thirty-five patients. with a mean age of 66.2+ 12, had
36 lesions resected between February 2012 and January
2015. Main patient characteristics are presented in
Table 1. A total of 11.6% had a history of chronic
alcohol abuse and 45.7% a history of tobacco smoking.

There were 68.6% of patients who had a major comor-
bid condition, mainly ischemic cardiomyopathy; 34.3%
of patients were using aspirin or clopidogrel, and 5.7%
were on anticoagulant therapy. Patients reported heart-
burn or regurgitations in 45.7% of cases, although they
received proton pump inhibitor therapy in 88.6% of
cases. The mean number of years since the diagnosis
of Barrett’s esophagus was 3.6+5, and 65.7% of
patients had been diagnosed during the previous year.
A hiatal hernia was present in 45.7%, and the mean
(£SD) Barrett’s esophagus segment was C4 +3M6+4
within a range of COMI1 to C14M15. Lesions were
located in the right anterior, right posterior, left poster-
ior, and right anterior quadrant of the esophagus in
43.8%, 34.4%, 9.4%, and 12.5% of cases, respectively.

A thoraco-abdomino-pelvic CT scan had been per-
formed prior to ESD in 12 patients; it was unremark-
able in nine patients, showed a thickening of the lower
esophagus in two patients, regional lymph nodes in one
patient, and a concomitant primary lung tumor in one
patient. A pre-ESD EUS had been performed in 20
patients; it showed regional lymph nodes in two

Table 1. Baseline patient characteristics

n=35
Age (mean +SD), years 66.2 +12
Gender, male, n (%) 29 (82.9)
ASA score (mean % 5D) 21407
Comorbid conditions, n (%)
Cardiomyopathy 9 (25.7)
COPD 5 (14.3)
Liver cirrhosis 3 (8.6)
Body mass index (mean £ 5D), kg/m? 26.7+5
Anticoagulant or antiplatelet therapy, n (%) 13 (37.1)
Previous therapeutic intervention
on the esophagus, n (%)
Endoscopic resection 10 (28.6)
Argon plasma coagulation 1 (2.9)
Radiofrequency ablation 2 (5.7)
Radiotherapy 1(2.9)
Esophagectomy 1 (2.9)
Barrett's length (median, IQR), cm
Circumferential extent (C) 2.5 (1-5.5)
Maximal extent (M) 5 (3-8)
Preoperative histology, n (%)
Low grade dysplasia 1(2.9)
High grade dysplasia 14 (38.9)
Adenocarcinoma 21 (58.3)

ASA: American Society of Anesthesiologists; COPD: chronic obstructive pul-
monary disease; IQR: interquartile range.
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patients; in one case, the lymph node did not show
suspicious features and was not punctured, and in the
other case, an EUS-guided fine-needle aspiration was
negative.

Procedural characteristics

Thirty-six ESDs were performed, with a 91.7% (33/36)
success rate. In two cases, ESD was stopped because of
a difficult dissection through submucoesal fibrosis, and
in one case because of severe hypotension complicating
the anesthesia: In all three cases, the endoscopic resec-
tion was finally achieved with a snare. Resection speci-
mens (assessed endoscopically) had a mean size of
50.6+22mm and ranged from 10 to 100mm; they
exceeded the three-quarters of the esophageal circum-
ference for 27.8% (10/36) of the lesions, and were cir-
cumferential in 16.7% (6/36) of the cases. The tunnel
procedure was performed in 13 (36.1%) cases.
Coagrasper hemostatic forceps were used in 81% of
the cases, and hemoclips in 11.1%. In three cases,
superficial tears in the circular muscle layer, without
endoscopic or clinical evidence of perforation, were
observed and closed by hemoclips during the proced-
ure. These were not regarded as complications, nor was
intraprocedural bleeding of submucosal vessels requir-
ing hemostasis with hemostatic forceps. En bloc resec-
tion of the lesion was achieved in 88.9% (32/36) of
cases. Triamcinolone acetonide was injected into the
residual submucosa for post-ESD stricture prevention
in three patients with almost circular mucosal defects
deemed at high risk of stricture. Main procedural char-
acteristics are presented in Table 2.

Complications

Early procedure-related complications were recorded in
four patients (11.1%): Perforation occurred three times
and complications of the anesthesia (respiratory dis-
tress and vasoplegia) in two cases. One patient had a
perforation and respiratory distress in the immediate
postoperative course. All three perforations were
acute perforations diagnosed during the index endos-
copy. They were managed conservatively with endo-
clips, nil per os, intravenous proton pump inhibitors,
broad-spectrum antibiotics, and 24 - to 48-hour surveil-
lance in the intensive care unit. None of the patients
developed mediastinitis. Patients were authorized to
resume oral intake after a barium swallow had
showed no leakage two to three days after the proced-
ure. They stayed in the hospital for a total of six. eight
and 10 days. No surgical intervention was required for
the management of the complicated cases.

Late complications were recorded in two patients
(5.6%) and were esophageal strictures, successfully

Table 2. Endoscopic findings and procedural characteristics of the
36 endoscopic submucosal dissections (ESDs) for Barrett’s early
neoplasia

Procedure duration (mean 45D}, mn 191479

Size of the endoscopic resection 50.6 +22
(mean +5D), mm

Circumferential extent of the lesion 50 (50-77.8)

(median, 1QR), % of the
circumference

Paris classification of resected lesions, n=22 patients

n (%)
0-ls 3 (13.6)
0-lla 8 (36.4)
0-1lb 5 (22.7)
0-llc 3 (13.6)
0-11b + lic or 0-lla + llc 3 (13.6)
ESD knife used, n (%) n=33 patients
Flush knife 1.5 mm 18 (54.5)
Dual knife 1.5mm 10 (30.3)
TT knife 3 (9.1)
Flush knife 1mm 2 (6.1)
Success rate, n (%) 33 (91.7)
En bloc resection, n (%) 32 (88.9)

IQR: interquartile range; TT: triangle tip.

managed by endoscopic dilation. Of the three patients
with triamcinolone local injections, one had an
uneventful follow-up, one had to stay overnight in the
intensive care unit for early esophageal perforation,
and the last eventually developed an esophageal
stricture.

When comparing the 16 ESDs performed in our
early experience (2012-2013) and the 20 ESDs per-
formed in our late experience (2014), the rate of early
complications dropped from 18.8% to 5% (p=0.3),
whereas the rate of late complications remained stable
moving from 6.3% to 5% (p=1). Subgroup analysis of
the complications according to the type of ESD knile
used showed an early complication rate of 5.9%, 10%,
and 33.3% (p=0.12) and a late complication rate of
0%, 10%, and 33.3% for the 1.5mm flush knife,
1.5mm dual knife, and TT knife groups, respectively.

Histological outcomes

The resected specimens contained invasive adenocar-
cinoma in 80.5% (29/36) of cases, limited to the
mucosa (pTla m) or the superficial third of the sub-
mucosa (pT1lb sml) in 82.8% of the cases. On patho-
logical examination, the mean size of the lesion was
12+ 15mm. and the lesions ranged from 2 to 90 mm.
The RO resection rate of carcinomas, as defined by the
absence of carcinoma in the lateral or vertical margins
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Table 3. Outcomes of the 36 endoscopic submucosal dissections
(ESDs) for Barrett's early neoplasia

Hospital stay (mean =+ SD), days 2.9+2
Early complications, n (%) 4 (11.1)
Bleeding 0 (0)
Perforation 3 (8.3)
Other (anesthesia-related) 2 (5.6)
Late complications, n (%)
Esophageal stricture 2 (5.6)
30-Day mortality, n (%) 0 (0)
Size of neoplasia on pathological 12415
examination (mean = SD), mm
Histological analysis, n (%)
Low-grade dysplasia 1 (2.8)
High-grade dysplasia 6 (16.7)
Adenocarcinoma 29 (80.5)
Infiltration depth®, n (%)
Mucosa 23 (79.3)
SM1 1 (3.4)
SM > 1 5 (17.2)
Other histoprognostic factors®, n (%)
Well differentiated 26 (89.7)
Moderately differentiated 2 (6.9)
Poorly differentiated 1 (3.4)
Lymphovascular invasion 3 (10.3)
Histological quality of the endoscopic
resection, n (%)
RO resection of carcinoma 21/29 (72.4)
Curative resection of carcinoma® 19/29 (65.5)
Curative resection of high-grade 18/35 (51.4)
dysplasia
Curative resection of all neoplasia 16/36 (44.5)

®For the 29 adenocarcinomas.

of the resection with 1 mm safety margins for the lateral
margins, was 72.4% (21/29). Vertical margins and lat-
eral margins contained adenocarcinoma in 20.7%
(6/29) and 17.2% (5/29) of cases, respectively. Lateral
resection margins contained HGD or low-grade dyspla-
sia (LGD) in 2.9% and 17.2% of cases, respectively.
Poor histoprognostic factors such as low differentiation
of lymphovascular invasion were observed in 13.8% of
the cases. As a result, rates of curative resection of car-
cinoma, HGD or carcinoma., and neoplasia were
65.5%, 51.4%, and 44.5%. Details about the histo-
logical outcomes of the ESD are given in Table 3.

Late outcomes

No 30-day mortality was observed. After a mean
follow-up of 12949 months, 48.6% (16/35) patients
had required additional treatment, among whom nine

patients (25.7%) with deep submucosal adenocarcin-
oma or R1 endoscopic resection underwent surgical
esophagogastric resection. Six patients were operated
on for positive vertical margins (associated in two
cases with deep submucosal tumor infiltration, in one
case with deep submucosal tumor infiltration and lym-
phovascular invasion), one for deep submucosal tumor
infiltration associated with poor tumoral differenti-
ation, one for deep submucosal tumor infiltration,
and one for positive lateral margins associated with
lymphovascular invasion. Among these nine patients
operated on, three had no residual tumor (intestinal
metaplasia, LGD and HGD), three had residual—or
most probably synchronous—intramucosal adenocar-
cinoma, and three had either N1, T2 or T3 tumors.

Metachronous lesions (3/29) or recurrence of cancer
(2/29) developed during the follow-up period in five
patients (17.2%). all successfully treated by further
endoscopic resection, among which one second ESD.
Four patients received ablative therapy. with argon
plasma coagulation in one case and radiofrequency
ablation in three cases. Among the 26 patients who
were not operated on at the end of follow-up, complete
remission of carcinoma, HGD, dysplasia and intestinal
metaplasia were observed in 100% (26/26), 73.1% (19/
26). 57.7% (15/26) and 38.5% (10/26) of cases, respect-
ively. Buried, non-dysplastic Barrett’s glands were seen
on follow-up biopsies in three cases, two of which were
treated for an adenocarcinoma and one for HGD; one
of them had been treated with EMR before ESD.

Discussion

In this work, we sought to determine the effectiveness
and safety of ESD for the treatment of large visible
lesions arising in Barrett’s esophagus. The R0 resection
rate of EAc was 72.4% and the curative resection rate
of EAc and HGD/EAc were 65.5% and 51.4%, respect-
ively. ESD appeared feasible, with an 88.9% en bloc
resection rate, and resulted in 11.1% early complica-
tions and no 30-day mortality. The recurrence rate of
EAc was 6.9%. Nine patients ultimately underwent
esophagectomy, suggesting that ESD for large
Barrett’s neoplasia spared surgical esophageal resection
in almost three-quarters of our study patients.

Five studies have specifically studied the outcomes of
ESD for Barrett’s ncoplasia,i’zu 2% most of which took
place in Europe. These studies included a total of 262
patients and reported en bloc resection rates from 90 to
100%, RO resection rates from 64% to 85%, curative
resections rates of EAc of 48% to 96.4%. and curative
resection rtates of HGD/EAc of 38.5% to 64%.
Complications included 0 to 6% bleeding, 0 to 10%
perforations, and 0 to 60% strictures. Recurrences
rates of EAc ranged from 0 to 5.6%. Results can,
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however, be difficult to compare among studies espe-
cially because the outcome parameters are not standar-
dized yet: “Curative resection of EAc’” is for instance
not always reported, or the R0 resection™ follows sev-
eral definitions; R0 resection might refer to margins free
of cancer or of any kind of dysplastic Barrett’s, **34
Since ESD is primarily aiming at treating cancer, we
chose, along with other authors,’*' to define RO resec-
tion as cancer-free margins. Our figures, as well as those
of other teams, are disappointing, especially when com-
pared to the outcomes of ESD in squamous cell carcin-
oma or adenocarcinomas of the gastric cardia, where
RO resection rates reach 89%-91.9%, in Japan but also
in Europe.l‘z‘g‘25 However, ESD is designed for the
resection of a visible lesion. Therefore, it is expected
to yield optimal results for a unique tumor surrounded
by normal mucosa in the upper or mid-esophagus such
as a squamous cell neoplasm. In Barrett’s esophagus,
dysplasia is often multifocal, extends circumferentially
around the esophagogastric junction, and is not always
detectable by the eye and state-of-the-art endoscopic
techniques: it is then little wonder that ESD margins
frequently cut through dysplastic Barrett’s, and that
additional treatments of residual Barrett’s esophagus,
such as radiofrequency ablation, are often required.
Our data reflect the early experience of a Western
center, as demonstrated by the extensive procedure dur-
ations and the relatively high complication rate. The R0
resection rate can be explained by the difficult delinea-
tion of Barrett’s neoplasia, which might extend laterally
further than a non-magnifying endoscope can show,
and even under the squamous epithelium as was
demonsirated using optical coherence tomography.Zﬁﬂ
Therefore, many authors suggest extending the delinea-
tion margins 5 to 10mm away from the visible
lesion.”®*?7 Qur choice of only 2-3mm lateral safety
margins was made by analogy with ESD procedures in
other organs. It might have accounted for the 17.2%
cancer-infiltrated lateral margins we found. even
though the mean resection was 51.3mm for a mean
lesion size (on histopathological examination) of
12mm. This might also suggest that not only lateral
margins, but also training for adequate tumor delinea-
tion, is critical for ESD to be curative in Barrett’s neo-
plasia. We resected three protruded Paris 0-Is lesions
by ESD in our study: noticeably, two had deep sub-
mucosal invasion and were operated on, confirming
the high proportion of submucosal invasion for esopha-
geal and gastric 0—Is lesions. ™ Preoperative esophageal
EUS or CT did not change patient management, as was
shown by others.?” The low rates of complete remission
of intestinal metaplasia and dysplasia are explained by
the absence of eradication of Barrett’s esophagus with-
out HGD after endoscopic resection ESD in our center,
and the relatively short follow-up. Breaking down the

cases 1n early and late experience showed that the rate
of early complications was divided by three between the
2012-2013 period and the year 2014. Even if this differ-
ence was not statistically significant, it should reflect
the learning curve in esophageal ESD. The choice of
the ESD knife drifted in time toward the use of the
1.5 mm flush knife, and therefore associations between
the ESD knife type and complication rates are not
interpretable.

The current strategy for the management of Barrett’s
early neoplasia relying on the resection of a visible
lesion using EMR, by definition suspicious of EAc, fol-
lowed by the eradication of all remaining Barrett’s
mucosa with radiofrequency ablation,” could theoret-
ically be improved with ESD. Indeed, the R0 resection
rate of EAc by EMR, even in expert hands, is as low as
33%.*' and could account for recurrent lesions.
However, this strategy, despite frequent R1 or Rx
resection, has proven safe, with low complication
rates and in particular virtually no esophageal perfor-
ations, and effective, with complete remission of neo-
plasia after four years of follow-up in 96% of cases.™
By comparison, ESD for Barrett’s neoplasia did not
reach high RO resection rates, and was marked by a
relatively high number of complications in our study.
Furthermore, the flat learning curve, the longer dur-
ation of the procedures, and the need for general anes-
thesia—usually with endotracheal intubation—with
ESD plead against this technique as long as clinical
or oncological benefit is not clearly established. There
is currently no established role for a routine use of ESD
in the care of early Barrett's cancer. However, ESD
might be prelerable for the resection of lesions larger
than 15 mm, pretreated and/or poorly lifting, too bulky
to consider resection with a cap-based technique, or
suspicious for submucosal invasion, such as Paris (—
IIc lesions. Finally, prospective randomized frials are
needed to compare EMR and ESD, starting with
those specific indications.
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Discussion et perspectives

. Travaux translationnels

I nous semble peu contestable que développement du traitement
endoscopique en tant qu’alternative radicale et a faible morbidité a la chirurgie dans
le traitement des cancers superficiels et des états précancéreux de I'cesophage
passe par la prévention de la sténose cesophagienne cicatricielle, puisque celle-Ci
complique quasi-systématiquement les résections excédant les trois quarts de la
circonférence ocesophagienne. Nous avons, dans le cadre de cette theése,
principalement obtenu des résultats sur un modéle porcin de sténose cesophagienne
post-endoscopique, présentant deux avantages principaux : sa bonne
reproductibilité, la sténose symptomatique survenant invariablement a J14; et
d’autre part sa similtude avec I'Homme, permettant un transfert rapide des
techniques vers I'activité clinique, en cas de succes.

L’échec de nos approches antérieures anti-prolifératives (avec la mitomycine
C) ou anti-fibrosantes (avec la N-acétylcystéine) nous a conduit, dans un premier
travail'#’, a évaluer l'effet de la membrane amniotique humaine (MAH). Ce produit,
d’utilisation courante en ophtalmologie, et également proposé dans certains travaux
pour la couverture de plaies cutanées chroniques, associe un effet protecteur de
couverture de la plaie, et un effet anti-prolifératif et régénératif. L’effet anti-prolifératif
serait expliqué par une activité anti-inflammatoire liée a la présence dans la MAH de
quatre types d’inhibiteurs tissulaires de MMP, d'un antagoniste de I'lL1R, et d’IL10 ;
I'effet anti-fibrosant par l'inhibition de la synthése du TGF-B et de la différenciation

myofibroblastique, et par une activité antioxydante liée a la présence de lactoferrine
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dans la MAH. La synthése par la monocouche cellulaire de la MAH de facteurs de
croissance épithéliaux (EGF, KGF, HGF), et la présence d'un stroma acellulaire
susceptible de servir de matrice pour la repousse épithéliale plaident en faveur d’'un
activité régénérative de la MAH 147, Enfin, les essais préliminaires d’application de la
MAH nécessitaient la mise en place d’une prothése plastique pour stabiliser la MAH
contre la paroi cesophagienne, avec une action mécanique ajoutée. Ainsi la MAH
apparaissait comme un candidat intéressant a la prévention de la sténose
cesophagienne post-endoscopique, combinant toutes les approches que nous avons
décrites préalablement.

Des lors, nous avons concu un essai prospectif, contrélé : le groupe 1, groupe
contréle (n= 5), ne recevait aucun traitement aprés I'ESD circonférentielle de
'cesophage; le groupe 2 (n= 5), recevait une prothése cesophagienne destinée a
calibrer 'cesophage aprés la procédure endoscopique. Le groupe 3 (n= 10) recevait
une prothése recouverte de MAH aprés l'intervention endoscopique, et incluait un
groupe de sacrifice précoce (groupe 3A) et un groupe de sacrifice tardif (groupe 3B).
L’application de la membrane amniotique diminuait significativement le taux de
sténose oesophagienne symptomatique a J14 par rapport aux controles, cependant
sans difféerence statistiquemet significative par rapport au groupe traité par une
prothése oesophagienne seule. Bien que les résultats ne soient pas statistiguement
significatifs, la fibrose cicatricielle diminuait entre le groupe 1 et le groupe 3A, tandis
que le bénéfice disparaissait au-dela du 14eme jour, dans le groupe 3B. Enfin, les
dosages de métabolites ou d’activités enzymatiques liés au stress oxydant n‘ont pas
permis de mettre en évidence de fagon statistiquement significative une inhibition du
stress oxydant dans les échantillons tissulaires du groupe 3. Toutefois, la diminution

transitoire a J14 des taux de nitrites et de l'activité de la catalase tissulaires
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pourraient conforter I'hypothése d'une réduction temporaire du stress oxydant

associée a la fibrose moindre dans les tissus cicatriciels du groupe 3.

Les limites de ce travail sont de plusieurs types : tout d’abord, la relative
faiblesse des effectifs, bien que classique dans des études sur des modeles de gros
animaux, a limité considérablement la puissance statistique de nos analyses. Un plus
grand nombre de mesures sur I'impact de la MAH dans la croissance épithéliale
cesophagienne aurait pu étre obtenu a l'aide d’'un modéle de culture cellulaire
épithéliale cesophagienne, mais alors la validité statistique aurait augmenté au
déetriment de la validité clinique. Ensuite, la migration précoce des prothéses
cesophagiennes, survenue dans la moitié des cas, et en rapport avec I'absence de
sténose cesophagienne au moment de la pose de la prothése, est une limite majeure
a I'évaluation de l'efficacité de la MAH. Enfin, I'effet transitoire de la MAH a J14
disparaissant a J21 pourrait étre expliqué par la dégradation, typiguement observée
aprés 2 semaines en ophtalmologie 2'3. De plus, la présence d’une prothése limite la
validité des résultats puisqu’elle en pollue l'interprétation, le groupe stent seul se
comportant a peu pres de la méme maniere que MAH. Il faudrait pouvoir appliquer la
MAH seule de fagon stable, ce qui est pour I'heure impossible chez le porc. Enfin, la
manipulation de la MAH est délicate, en particulier si l'on veut appliquer

spécifiquement la face épithéliale ou choriale sur la plaie oesophagienne.

Ainsi, en dépit de propriétés prometteuses sur la cicatrisation tissulaire, les résultats
de la MAH dans notre modele sont insuffisants. Un nouvel essai pourrait étre
envisageé si les progrées techniques endoscopiques venaient a faciliter I'application et

améliorer la stabilité de la MAH sur les plaies oesophagiennes.
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Compte tenu du probléme posé par I'application, puis la stabilité du composé
étudié dans I'oesophage, nous avons, dans un second travail 212, évalué I'effet d’une
poudre minérale hémostatique TC-325 (Hemospray, Cook Medical, Limerick, Irlande)
adhérant aux zones hémorragiques, dans la prévention de la sténose cesophagienne
post-endoscopique, sur le méme modeéle porcin. En effet, des rapports ont fait état de
la cicatrisation accélérée d’ulcéres gastro-duodénaux aprés aspersion de cette
poudre hémostatique, et I'application de fagcon homogene par pulvérisation dans la
lumiere cesophagienne de ce possible agent protecteur est aisée. Nous avons donc,
apres une étude de faisabilité sur cinq animaux suggérant un effet de 'Hémospray
sur la prévention de la sténose dans 3 cas sur 5, conduit une étude contrélée avec
un groupe 1 (n = 10) contréle ayant une ESD circonférentielle de I'cesophage sans
traitement complémentaire. Le groupe 2 (n = 10) recevait quatre applications
endoscopiques d’Hémospray®, a JO, J2, J4, et J7. Tous les animaux étaient sacrifiés
aJi4.

Les résultats montraient un taux de sténose cesophagienne symptomatique
diminué non significativement a J14 de 100% a 60% dans les groupes 1 et 2,
respectivement. Cependant, des différences statistiquement significatives étaient
notées concernant le diamétre cesophagien médian a J14 (2 mm [1-3] vs. 3 mm [2—
4], p = 0.01). De méme, les criteres de jugement histologiques et biologiques
suggéraient un effet significatif de 'Hémospray sur la cicatrisation cesophagienne,
avec une diminution de Tlinfiltrat inflammatoire, de la fibrose, un plus long néo-
épithélium, et un taux plus bas de TGF-$ dans le groupe traité. Ainsi, 'lHémospray,
dans les conditions de ce travail, apparaissait comme un traitement prometteur dans

I'amélioration des parameétres de la cicatrisation cesophagienne post endoscopique.
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Cependant, certaines limites de ce travail doivent étre soulignées, qui nous ont
jusqu’a présent retenus d’envisager une étude clinique : tout d’abord, compte tenu de
'hémostase extrémement rapide du porc, la procédure dESD n’est
qu’exceptionnellement hémorragique. Ainsi, afin d’assurer I'adhérence de
'Hémospray aux vaisseaux de la sous-muqueuse résiduelle, un protocole de bi-
antiaggrégation plaquettaire a été utilisé chez les animaux. Les effets de ce protocole
sur la cicatrisation oesophagienne sont inconnus. Deuxiémement, méme en
maximisant le saignement, et donc l'adhérence de la poudre a la paroi
cesophagienne, I'Hémospray était rincé par la salive et les mouvements de
déglutition des animaux en deux jours : les résultats observés ont été obtenus au prix
d’applications itératives, difficilement acceptables chez des patients. Enfin, quoique
ces résultats aient atteint la significativité statistique sur nombre de critéres dans un
modeéle porcin de sténose plus sévére que ’'Homme (100% de sténoses a J14), le
critere de jugement principal, a savoir le taux de sténose symptomatique a J14,
n'était pas différent entre les groupes. Si ['utilisation d’hémospray parait donc
envisageable a I'heure actuelle chez 'Homme en prévention de la sténose
oesophagienne, on peut s’attendre qu’a un effet modeste, obtenu au prix

d’applications endoscopiques itératives du produit.

Dans un troisiéme travail, nous avons étudié un peptide auto-assemblé (SAP)
comme potentiel agent protecteur cesophagien. Ce SAP formé de 4 motifs
peptidiques répétés (4 [Arg-Ala-Asp-Ala]) forme, au contact de milieux ioniques
comme les fluides biologiques, une matrice tri-dimensionnelle gélatineuse déja

utilisée pour la culture cellulaire, 'administration prolongée de médicaments, mais
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aussi la couverture de plaies cutanées, muqueuses, et ’hémostase en chirurgie et en
endoscopie digestive. Aprés des essais de faisabilité sur animaux, nous avons
conduit une étude prospective contrdlée sur 5 animaux et 5 contréles, ayant tous une
ESD circonférentielle de I'cesophage. Les animaux étaient sacrifiés a la survenue
d’'une sténose cesophagienne symptomatique.

Le SAP permettait une diminution significative du taux de sténose symptomatique
a J14 entre les groupes témoins et traités (100 % vs 40 %, respectivement, p = 0.04).
De méme, le diamétre cesophagien médian a J14 était doublé dans le groupe traité.
Le SAP apparait donc comme particulierement prometteur en tant qu’agent
protecteur des plaies cesophagiennes. Cependant, certaines remarques doivent étre
notées.

Dans ce travail, nous avons cherché a améliorer les criteres de jugement
habituellement utilisés dans de telles études, qui sont souvent subjectifs sur les
criteres cliniques, voire endoscopiques. Outre la pesée des animaux au cours de
'étude en plus de I'évaluation de leur état général et de leur comportement, nous
avons ainsi ajouté a I'évaluation endoscopique du diamétre oesophagien, une
évaluation radiologique sur un transit baryté de 'cesophage. Cependant, la principale
limite méthodologique de notre travail tient au sacrifice a des temps différents des
groupes traités et contréles. En effet, les contrOles étaient tous sacrifiés a J14 en
raison de leurs sténoses cesophagiennes symptomatiques, et les animaux traités par
le SAP, sacrifiés en moyenne a J21. Ceci pourrait expliquer 'absence de différence
statistiquement significative pour des critéres de jugement histologiques contrastant
avec les différences importantes observées pour les criteres cliniques et
endoscopiques, tous évalués a J14. Cependant, le sacrifice de tous les animaux a

J14 aurait empéché de constater que les 3 animaux exempts de sténose
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cesophagienne a J14 avaient sténosé a J28. Ainsi, I'effet du SAP apparait seulement
suspensif sur la sténose cesophagienne. Comme pour la MAH, le bénéfice du SAP
est transitoire, et la question de sa stabilité du SAP dans I'cesophage parait cruciale.
Ainsi, une étude de la stabilité de versions améliorées du SAP sur des plaies
oesophagiennes est en cours d’organisation. Une nouvelle étude suivra, incluant une
nouvelle version du SAP, et trois groupes d’animaux (dont un groupe traité par SAP

et sacrifié a J14, soit en méme temps que les contréles).

ll. Travaux cliniques

Parallelement a ces travaux de recherche translationnelle, nous avons conduit
des travaux cliniques sur les trois principales techniques de traitement
endoscopiques des cancers superficiels de I'cesophage : la mucosectomie, la

radiofréquence cesophagienne, et la dissection sous-muqueuse.

Dans une étude rétrospective multicentrique portant sur 40 patients pris en
charge endoscopiquement pour une lésion visible sur cesophage de Barrett court,
nous avons évalué les résultats de la mucosectomie cesophagienne (EMR) et de
lablation par radiofréquence (RFA) réalisées dans un seul et méme temps
endoscopique, au lieu des deux étapes habituellement usitées. La procédure en un
seul temps était suffisante a traiter 'ensemble de 'OB pour 43% des patients, et
économisait ainsi un temps endoscopique a prés de la moitié des patients. Les
résultats obtenus, en termes de rémission compléte de la métaplasie intestinale et de
la dysplasie de haut grade (95% aprés un suivi moyen de 19 mois) étaient
comparables a ceux de la littérature. Cependant, un taux majeur de sténoses

cesophagiennes cicatricielles de 33%, était remarquable dans ce travail, et s’oppose
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au taux de sténose de 4% habituellement décrit 8. La cause la plus probable en est
l'utilisation d’un protocole de RFA plus agressif, impliquant 3 applications
successives a 15 J/cm?, abandonné depuis. Ainsi, le taux de complication de cette
approche thérapeutique devra étre réévalué avec des protocoles de traitement plus
validés. Par ailleurs, la combinaison d’'une résection endoscopique et d’'une ablation
muqueuse peut avoir conduit a des Iésions muqueuses dépassant les trois quarts de
la circonférence, expliquant ainsi, indépendamment du protocole employé, le taux de
sténoses observé. Les développements ultérieurs de ce projet pourraient concerner
I'évaluation de cette stratégie sur des OB plus étendus, I'utilisation d’un protocole de
RFA moins aggressif, d’autres techniques ablatives concomitantes a 'EMR, telles

que la coagulation au plasma argon ou la cryoablation.

Enfin, dans une étude prospective monocentrique a I’hdpital Cochin, nous avons
étudié les performances et les complications de la dissection sous-muqueuse
oesophagienne dans le traitement des Iésions visibles sur cesophage de Barrett chez
36 patients. Le taux de résection RO pour le cancer était de 72.4%, en raison d’un
envahissement des marges verticales dans 21% des cas et des marges latérales
dans 17% des cas. En prenant en compte les facteurs pronostics histologiques, le
taux de résection curative des AdénoCa tombait a 66%. En incluant les marges
latérales envahies par la dysplasie de haut grade, le taux de résection
histologiguement complete était de 51%. Le taux de complication était de 17%, parmi
lesquels 8% de perforations et 6% de sténoses, et la mortalité a J30 était nulle. Cette
série, dont le taux de complications reflete le début d’expérience dans la technique,
pose également la question des indications de 'ESD dans I'AdénoCa oesophagien

superficiel. En effet, quoique les résultats obtenus soient voisins de ceux rapportés
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par d’autres équipes européennes °', les résultats oncologiques sont loins de ceux
obtenus dans le traitement des carcinomes épidermoides de I'cesophage, ou les taux
de résection curative avoisinent les 90% 8. Outre les progrés de la technique
opératoire, les progres dans l'endoscopie diagnostique devraient permettre de
diminuer le taux de marges latérales positives. A la suite de cette étude, nous avons
initié une évaluation prospective multicentrique dans 8 centres experts francais des

résultats de 'ESD dans le traitement de ’AdénoCa oesophagien.

lll. Perspectives

Les travaux entrepris sur le modeéle porcin nous ont conduit a privilégier des
approches protecrices de couverture de la plaie dans la préventiion de la sténose
oesophagienne. A cet égard, nos prochains travaux viseront a étudier la stabilité du
SAP au cours de la cicatrisaiton oesophagienne, voire son intégration a la paroi
oesophagienne. Des essais dapplication du SAP teinté d’indigo carmin,
accompagnés de monitoring endoscopique, histologique, et spectrométrique de la
présence de SAP et de la cicatrisation sont ainsi en cours d’organisation. En cas de
stabilité établie, I'incorporation de traitements antifibrosants ou antiinflammatoires, et
tout particulierement la triamcinolone -un corticoide d’action retardée largement

utilisé en endoscopie- seront envisagés.

Par ailleurs, nous attendons de I'étude transcriptomique de nous aider a
sélectionner des cibles moléculaires de linflammation et de la fibrogénése
oesophagiennne a viser par le biais d’inhibiteurs pharmacologiques administrés par
voie locale ou systémique. C’est ici que le modéle murin de sténose oesophagienne,
actuellement en cours de mise au point, pourrait s’avérer précieux, afin de tester des
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molécules candidates a la prévention de la sténose oesophagienne post-
endoscopique sur des effectifs importants, avant de revenir au modéle préclinique

porcin, puis d’envisager une étude de phase | chez ’'Homme.

Conclusion

Le développement du traitement endoscopique des états précancéreux et
cancers superficiels de I'cesophage se heurte a la problématique de la cicatrisation
pathologique de I'cesophage aboutissant a la formation de sténoses fibro-
inflammatoires. Dans la premiére partie de ce travail, nous avons abordé la question
essentiellement a travers un modeéle porcin, sur lequel nous avons évalué plusieurs
techniques de couverture de la plaie oesophagienne par des pansements
biologiques ou minéraux, dont le transfert clinique nécessitera encore des études de
confirmation. La suite de ce travail nous ramene aux aspects mécanistiques de la
cicatrisation oesophagienne afin d’identifier une signature inflammatoire spécifique

sur lagquelle des traitements pharmacologiques pourront étre testés.
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Annexe 1

Endoscopic submucosal dissection: the best way to deal with subsquamous

metaplasia?
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Sarah Leblanc, Romain Coriat,

Stanislas Chaussade, Frédéric Prat
Endoscopic submucosal dissection:

the best way to deal with subsquamous
metaplasia?

We read with greart interest the article by
Chevaux et al. reporting the results of a
large prospective study of endoscopic
submucosal dissection (ESD) for Barrett's
neoplasia[1].

The authors reported the technigue to be
feasible with a 90% en bloc resection rate,
and complications rates of 6.7% for early
and 60% for late complications, however,
with no 30-day mortality. ESD yielded an
85% curative resection rate for early ade-
nocarcinomas at risk of poor pathological
assessment with conventional endoscopic
mucosal resection (EMR), However; de-
spite large mucosal resection specimens
with a median size of 52.5 mm (interquar-
tile range 43-71mm), involving over
three-fourths of the esophageal circum-
ference in half of the patients, and safety
margins of 3-5mm, the curative resec
tionrate for neoplasia waseonly56%.
Esophageal ESD is a technically challen-
ging procedure, bearing relatively high
complication rates as qimparad o EMR
or ablarion techniques. Therefore, one
might expect that it would achieve two
main goals: (i) curadve resection of »>15-
mm early adenocarcinomas, and (ii) one-
stage, en bloc resection of all Barrett's
neoplasia, with optimal assessment of
possible multifocal carcinomas, and low
risk of residual or buried Barrett's glands,
given that the whole mucosa and submu-
cosa are resected.

Buried metaplasia or subsquamous Bar-
rett’s epithelium is defined by the pres-
ence of Barrett's glands in the lamina pro-
pria. It has been reported to be present in

a majority of patients with Barrett's
esophagus, either under the sgquamous
epithelium at the squamocolumnar junc-
tion in previously untreated patients, or
under the sqguamous neoepithelium after
abladon therapies [2-5] Cases of buried
adenocardnoma have been reported as a
possible complication of buried Barrett's
glands [6]. However, the actual impor-
tance of this condition is still unclear. Fur-
thermore, some experts even cast doubt
on the endoscopic and pathological defi-
nition of buried metaplasia [ 7].

According © a recent report, subsqua-
mous Barrett's epithelium extends t a
mean of 3.3 mm under the squamous epi-
thelium [ 4]. This finding might account for
the high rate of histologically incomplete
resection (62.5%) due to positve horizon-
tal margins in a previous study in which
Barrett's neoplasia was resected by ESD

.[.5]. The authors conduded that safety
margins during such ESD procedures’

should be set further away from the near-
est endoscopically visible lesion than the
usual cutoffof 1 -2mm.

The study by Chevaux et al. suggests that
currently available endoscopic diagnostic
tools do not allow for acaurate delimita-
tion of Barretr's neoplasia. This could lead
endoscopists either to consider en bloc re-
section of the entire Barrett's mucosa,
using larger security margins beyond the
abnormalicy that the eye can see (possibly
leading to high rates of esophageal stric-

ture because of the extent of the resection

required) or to consider systematic radio-
frequency ablation (RFA) of residual Bar-
rett’s esophagus after the resection by

ESD of a visible lesion. In this case; rigor-

ous histological follow-up would be re-
quired to search for buried metaplasia.

We would be interested to know the rate

of subsquamous Barrett's epithelium in
the study by Chevauxet al, and whether
this condition mlﬂdmunt for the posi-
tive lateral margins observed in almost
half of the patients, If so, en bloc resection

of Barrett's neoplasia by ESD might re-
quire even larger security margins than
the 4—5mm used by Chevaux et al.
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SUMMARY

Background

Extensive endoscopic resections for the treatment of early oesophageal neo-
plasia can result in fibro-inflammatory strictures that require repeated inter-
ventions, which signifintly alter the patients” gnality of life,

Aims

To review current evidence about the prevention of oesophageal strictures
Methods

Systernatic search of PubMed and Embase from inception to March 2015 using
appropriate keywords. All onginal publiations in English were included, and
artides on the treatment of oesophageal stricture were ecdoded.

Results

OF the 461 hits, 62 studies were incloded in the analysis. Among the
wound-protective strategies, polyglycolic acid sheets showed the most con-
vincing evidence with a 37.5% stricture rate and excellet safety. Hegenera-
tive medicine, nsing cell sheets of autologous keratinocytes, resnlted ina
5% stricture rate, althoogh with st and availability concerns. Among
anti-proliferative treatment modalities, steroid treatment, cither endosoopi-
cally injected triamdnolone in the resection wound or orally administered
prednisolone, proved effective with an overall stricture rate of 13.5%, with
safety concerns regarding late oesophageal perforations and infections mor-
hidity. Among mechanical treatment options, poorly effective and high-risk
preventive balloon dilation tend to be replaced by prophylactic covered
stent, with 18-28% stricture rates.

Concluslons

Although oral or locally injecled steroids are promising options, no cor-
rently available technique is sufficently efficient and devoid of significant
safety concerns tn recommend its routine use for the prevention of stric-
mﬂﬁﬂmmtmcﬁumlmpmgmmﬂﬁchﬁ
mechanisms of omsophageal wound healing will guide the development of
noved methods for stricture prevention.

Aliment Pharmacol Ther
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INTRODUCTION

Clinical setting

Oecsophageal cancer is the eighth most common cancer
worldwide, with an estimated 456 000 new cases in
2012, and the sixth most common cause of death from
cancer.' In the Western world, the incidence of oesopha-
geal cancer is globally stable with around 35 000 new
cases in Europe in 2012, while more than 18 000 new
cases are expected in the US for 2014." * The proportion
of squamous cell carcinoma (SCC) is decreasing, whereas
adenocarcinoma (ADCa), which is generally developed
on a background of dysplastic intestinal metaplasia, is
now the most prevalent tumour type in the US and
northern Europe.® * Although oesophagectomy remains
pivotal for advanced but localised disease (T1-2, N1-3,
MO0),* © surgical resection is fraught with 35-42% mor-
bidity and 2-3.4% mortality rates.”” Given these results,
it is litde wonder that endoscopic resection of pre-neo-
plastic lesions and early oesophageal cancers have pro-
gressively  gained past
decade.™ '™ ' In large series of patients with oesopha-
geal 5CC and ADCa with 5-year follow-up data, endo-
scopic mucosal resection (EMR) was associated with 91—
96% complete response rates, 1.2-1.6% major adverse

momentum  over  the

events and no mortality."*'* Recurrences after EMR can
often be re-treated endoscopically.'” More recently,
endoscopic submucosal dissection (ESD) has allowed en
bloc oncologically adequate resection of large neoplasms,
with even higher efficiency, and a complete response
ranging from 96% to 99%; however, ESD results in
higher morbidity, but this is generally manageable by
medical and endoscopic treatment alone.'™ '* ESD is
also a longer and more technically challenging procedure
than EMR, and requires highly experienced endoscopists
in expert centres. Other endoscopic therapies of oesoph-
ageal neoplasia, such as photodynamic therapy, argon
plasma coagulation, and radiofrequency ablation, rely on
ablation, not resection, to achieve a therapeutic response.
Although some of these methods are highly effective in
the treatment of early neoplasia (low- and high-grade
dysplasia), they cannot be considered as oncologically
appropriate treatments of superficial malignancies. The
various treatment options for superficial oesophageal
neoplasms are summarised in Table 1.

One of the main limitations of endoscopic resection
methods, and a reason for preferring radiofrequency abla-
tion when large and circular areas of dysplastic mucosa
must be removed, is the high occurrence of cicatricial stric-
tures. Oesophageal strictures develop as a result of wound

2

healing following any type of deep mucosal injury, includ-
ing caustic burns, oesophageal surgical resections, radio-
therapy, severe oesophagitis (peptic, eosinophilic, or
inflammatory), and extensive endoscopic mucosal ablation,
resection, or destruction. Reported stricture rates after EMR
range from 13% to 4.9%,'> ' and 3-11.6% for ESD,'* 16
but these rates are not strictly comparable because the cir-
cular extent of the resection was not similar among the
studies. Katada et al. have shown that mucosal defects
exceeding three-quarters of the circumference were signifi-
cantly associated with oesophageal strictures.'” These find-
ings have been confirmed by other authors, with stricture
rates of 88% for circumferential EMR'* and 90-94% for
ESD exceeding 75% of the oesophageal circumference,'® '*
suggesting a similar healing process after both types of
mucosal resections, and a low impact of whether the resec-
tion was en bloc or piecemeal Ono et al showed in a study
involving 65 patients with ESD for oesophageal squamous
neoplasms that the resection of more than 75% of the cir-
cumference [odds ratio (OR): 44.2; 95% CI: 4.4-443.6], and
T1A m2 histological depth (OR: 14.2;95% Cl: 2.7-74.2) are
the two main factors significantly associated with post-ESD
oesophageal stricture.” Strictures after ablative therapies,
such as argon plasma coagulaton or radiofrequency, occur
infrequently with regard to the extent of the mucosal injury,
with stricture rates of about 4% for both techniques.*" **
These results are likely to be explained by the more superfi-
cial effect of these treatment modalities, which are restricted
to the lamina propria or muscularis mucosae.™

Most post-endescopic strictures are refractory”™™ **
and require numerous dilations.® A dinical success rate
of 71.4% at 6 months, which is comparable to the out-
comes of peptic stricture dilation,”” has been reported
after repeated endoscopic bougienage or hydrostatic dila-
tion, but long-term follow-up data are lacking. Further-
more, the dilation of such strictures leads to oesophageal
perforation in 7.1-9% of the patients.” ** Therefore, the
prevention of post-endoscopic oesophageal stricture is
needed for endoscopic therapy to expand.

Mechanisms of oesophageal stricture

Doupé et al. studied the mechanisms of oesophageal
wound healing in mice after epithelial destruction,” and
found that the same epithelial progenitors involved in
tissue homeostasis can adopt a regenerative behaviour
within 24-48 h of tissue damage, displaying a high pro-
liferation rate with a doubling of the mitosis rates in a
proliferating zone surrounding a migrating front of cells
immediately next to the epithelial defect This behaviour
was quickly reversible once wound healing had occurred.

Aliment Pharmacol Ther
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INTRODUCTION

Clinical setting

Oesophageal cancer is the eighth most common cancer
worldwide, with an estimated 456 000 new cases in
2012, and the sixth most common cause of death from
cancer.’ In the Western world, the incidence of oesopha-
geal cancer is globally stable with around 35 000 new
cases in Europe in 2012, while more than 18 000 new
cases are expected in the US for 2014." * The proportion
of squamous cell carcinoma (5CC) is decreasing, whereas
adenocarcinoma (ADCa), which is generally developed
on a background of dysplastic intestinal metaplasia, is
now the most prevalent tumour type in the US and
northern Europe.® * Although oesophagectomy remains
pivotal for advanced but localised disease (T1-2, N1-3,
M0),” © surgical resection is fraught with 35-42% mor-
bidity and 2-3.4% mortality rates.”” Given these results,
it is litde wonder that endoscopic resection of pre-neo-
plastic lesions and early oesophageal cancers have pro-
gressively  gained past
decade.™ '™ "' In large series of patients with oesopha-
geal 5CC and ADCa with 5-year follow-up data, endo-
scopic mucosal resection (EMR) was associated with 91—
96% complete response rates, 1.2-1.6% major adverse
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momentum  over  the

events and no mortality. Recurrences after EMR can
often be re-treated endoscopically.'” More recently,
endoscopic submucosal dissection (ESD) has allowed en
bloc oncologically adequate resection of large neoplasms,
with even higher efficiency, and a complete response
ranging from 96% to 99%; however, ESD results in
higher morbidity, but this is generally manageable by
medical and endoscopic treatment alone'™ '* ESD is
also a longer and more technically challenging procedure
than EMR, and requires highly experienced endoscopists
in expert centres. Other endoscopic therapies of oesoph-
ageal neoplasia, such as photodynamic therapy, argon
plasma coagulation, and radiofrequency ablation, rely on
ablation, not resection, to achieve a therapeutic response.
Although some of these methods are highly effective in
the treatment of early neoplasia (low- and high-grade
dysplasia), they cannot be considered as oncologically
appropriate treatments of superficial malignancies. The
various treatment options for superficial oesophageal
neoplasms are summarised in Table 1.

One of the main limitations of endoscopic resection
methods, and a reason for preferring radiofrequency abla-
tion when large and circular areas of dysplastic mucosa
must be removed, is the high occurrence of cicatricial stric-
tures. Oesophageal strictures develop as a result of wound

2

healing following any type of deep mucosal injury, includ-
ing caustic burns, oesophageal surgical resections, radio-
therapy, severe oesophagitis (peptic, eosinophilic, or
inflammatory), and extensive endoscopic mucosal ablation,
resection, or destruction. Reported stricture rates after EMR
range from 13% to 4.9%,'> '* and 3-11.6% for ESD,'* !©
but these rates are not strictly comparable because the cir-
cular extent of the resection was not similar among the
studies. Katada et al. have shown that mucosal defects
exceeding three-quarters of the circumference were signifi-
cantly associated with oesophageal strictures.'” These find-
ings have been confirmed by other authors, with stricture
rates of 88% for circumferential EMR'® and 90-94% for
ESD exceeding 75% of the oesophageal circumference,'™ '*
suggesting a similar healing process after both types of
mucosal resections, and a low impact of whether the resec-
tion was en bloc or piecemeal Ono ef gl showed in a study
involving 65 patients with ESD for oesophageal squamous
neoplasms that the resection of more than 75% of the cir-
cumference [odds ratio (OR): 44.2; 95% CI: 44443 6], and
T1A m2 histological depth (OR: 14.2;95% Cl: 2.7-74.2) are
the two main factors significantly associated with post-ESD
oesophageal stricture.” Strictures after ablative therapies,
such as argon plasma coagulation or radiofrequency, occur
infrequently with regard to the extent of the mucosal injury,
with stricture rates of about 4% for both techniques.*" **
These results are likely to be explained by the more superfi-
cial effect of these treatment modalities, which are restricted
to the lamina propria or muscularis mucosae.™

Most post-endoscopic strictures are refractory”™™ *°
and require numerous dilations.™ A clinical success rate
of 71.4% at 6 months, which is comparable to the out-
comes of peptic stricture dilation,”” has been reported
after repeated endoscopic bougienage or hydrostatic dila-
tion, but long-term follow-up data are lacking. Further-
more, the dilation of such strictures leads to oesophageal
perforation in 7.1-9% of the patients.”” *® Therefore, the
prevention of post-endoscopic oesophageal stricture is
needed for endoscopic therapy to expand.

Mechanisms of oesophageal stricture

Doupé et al. studied the mechanisms of oesophageal
wound healing in mice after epithelial destruction,” and
found that the same epithelial progenitors involved in
tissue homeostasis can adopt a regenerative behaviour
within 24-48 h of tissue damage, displaying a high pro-
liferation rate with a doubling of the mitosis rates in a
proliferating zone surrounding a migrating front of cells
immediately next to the epithelial defect This behaviour
was quickly reversible once wound healing had occurred.
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Table 1| Main treatment options for oesophageal neoplasms and their current limitations

Endoscopic Endoscapic

Surgical mucosal submucasal Radiofrequency

resection resection dissection ablation
Dizease stage T2 MO lesions TIA m2 (SCC) TIA m2 (SCC) Barrett's oesophagus with

limitation Patient fit for TIB Sm1 (ADCa)'™= TIB Sm1l (ADCa)'™ high-grade dysplasia,
surgery” without visible lesion™

Success rate* 97-100%° 921009 . &2 64-96.4%' 15124 81-100%™
Recurrence rate 1% for TIA® 9.8 115%™ & 09-36% & 181 2% 25

(neoplasia) 22.9% for THT27
Ability to treat Yes Yes Yes'® Not recommended
recurrence
Mortality 2329 ¢ 0 D-3.3%'% 1 o
Morbidity 35-42%% ¢ 12-456"% 2 4 epu B 2 1967
Stricture rate 24-47%" 37-88% if C-EMR™ # 90% if C-ESD™ 2% 2% 4 5oL 1%
(anastomotic)
Buried glands Mot reporied el 1 AR TR AL Mot reporied 0-09%7
Shortcomings High morbidity Plecemeal resection Expertise required Mo histology
QoL impaired for lesions =2 em (leaming curve) Mot indicated for
Strictures Long procedure malignancy
Inadequate histology Strictures
if malignancy
Advantages Oncologically Safe Oncologically Safe
appropriate Easy to perform appropriate Easy to perform
resection resection Excellent tissue repair
Lymph node Reliable histologic
staging assessment

SCC, squamous cell carcinama; ADCa, adenocarcinoma; IM, intestinal metaplasia; QoL Quality of life; CEMR, circumferential
endoscopic mucosal resection; CESD, circumferential endoscopic submucosal dissection.

* Rate complete eradication of neoplasia (high grade dysplasia or early carcinoma) at the end of treatment.

T Recurrence of dysplasia at 3 years.

This mechanism is obviously efficient when the epithelial
damage is limited in size, such as after an endoscopic
biopsy, in small oesophageal ulcers, or after an EMR
involving less than three-quarters of the oesophageal cir-
cumference. The importance of the depth of injury is
unclear, but the preservation of the muscularis mucosae
and/or the submucosal glands might account for the very
different stricture rates between circumferential RFA and
circumferential EMR or ESD. Figure 1 shows what
remains of the oesophageal wall after EMR and the two
main modes of wound healing, Most of our understand-
ing of oesophageal healing and stricture formation
derives from the application of general paradigms of scar
tissue formation in the animal ocesophagus,™ *' or in
other human organs, such as the stomach™ or skin™
The first step is an epithelial injury, leading to a loss of
the barrer function of the epithelium, and the exposure
of the submucosal space to several kinds of insults:
mechanical through food boluses, chemical through acid

or bile reflux and microbial due to the oesophageal bac-

Aliment Pharmacol Ther
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terial and fungal flora. The second step is the immune
system activation.”® The inflammatory response is char-
acterised by the formation of a granulation tissue that
includes an inflammatory cell infiltrate and palissadic
vessel neoformation. In the early phase, most inflamma-
tory cells are neutrophilic polynucdear lencocytes and
macrophages, whereas in the late phase, these cells are
progressively replaced by lymphocytes and plasmocytes.™
The third phase is scar tissue formation, which after
extensive mucosal injuries of the oesophagus, results in
oesophageal stricture development. Resident fibroblasts
and pericytes are induced to differentiate into scar-
forming myofibroblasts by fibrogenic cytokines. These
cytokines, such as TGF-Pl1, TNF-u, IL-1, IL-6, PDGF,
IL-17A and IL-13, are produced by epithelial cells, endo-
thelial cells and myeloid leucocytes.™ Myofibroblasts are
highly contractile and express a@-smooth muscle actin
(x-8MA), which forms bundles of myofilaments that
promote wound contraction.”” Secondly, myofibroblasts are
the key drivers of scar tissue formation through synthesis
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Intact mucosa Mucosal and submucosal defect

Adventitia

Muscularis propria (longitudinal)
Muscularis propria (circular)

Submucosa

Muscularis mucosas
Lamina propria

Epithelium

Submucosal remnanis
Submucosal gland

Coagulated submucosal
vessels

SCAR TISSUE FORMATION
- Inflammatory cell infiltration
- Fibroblastic and myofibroblastic proliferation
- Role of residual subrmucosal fibers/gland?

s . . :
EPITHELIAL REPAIR FROM EDGE TO EDGE

Enhancement of epithelial progenitor
proliferation 24 h-after wounding

Figure 1| What remains in the oesophagus after endoscopic submucosal dissection?

of collagen type I. Monocyte-derived macrophages con-
tribute to the process either as classical inflammatory
cells or by stimulating myofibroblast differentiation via
IL-10 production.’®

Figure 2 shows the main endoscopic, radiclogic and
histological patterns of post-endoscopic oesophageal
stricture in a swine model developed by our team.*

Strategies for post-endoscopic oesophageal stricture
prevention

Preventing ocsophageal stricture after mucosal injury
requires reaching one or several of the following goals:
(i) suppress the initial tissue aggression factor; (ii) restore
the destroyed protective barrier; (iii) block inflammatory
pathways and finally (iv) oppose the action of myofibro-
blasts. After endoscopic resection, the only way to reach
the first goal is to ensure an optimal acid suppression by
double-dose proton pump inhibitor therapy during the
wound healing process. The three other goals can be
achieved through four different approaches, which we

4

have found appropriate to classify as follows: a protective
approach, a regenerative approach, an anti-proliferative
approach and a mechanical approach.

Aims

Numerous prophylactic treatments have been tested in
animals and humans, but with only partial efficacy and
often at the cost of complex procedures. Qur aim was to
review current evidence on the prevention of post-endo-
scopic oesophageal stricture, to help physicians in their
patient management and to guide further research in this
field. While numerous reviews have been published on the
topic,”™ ™ most provide a narrative review with selec-
tive bibliography, usually according to the specific exper-
tise or field of research of the authors. Our work is the first
to systematically review the existing literature on the topic,

METHODS
PubMed and Fmbase databases were searched from
inception to 26 March 2015 for articles published in
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Figure 2 | Oesophageal stricture in our swine model. (a) and (b) Endoscopic appearance of oesophageal strictures
with predominant inflammatory (a) and fibrotic (b) patterns; (c) Fluoroscopic view; (d) Macroscopic view of the
proximal end of the stricture after necropsy; (e) and (f) Histologic views of oesophageal strictures, original
magnification x12.5, hematoxylin-eosin-saffron staining, showing poor re-epithelialisation and intense inflammatory
cell infiltrate of the submucosa (e); and Masson's Trichrome staining, showing fibrosis (green) of the submucosal

space, infiltrating the muscularis propria.

English only, using a combination of MeSH, thesaurus
terms and relevant text words: oesophagus stenosis,
oesophageal stricture, oesophageal stenosis, ESD or endo-
scopic submucosal dissection, EMR or endoscopic muco-
sal resection, endoscopic resection and prevention
Embase was accessed via the online search platform
OvidSP. The exact search strategies and their outcomes
are shown in Figure 3. Duplicates between the results of
the two search engines and studies reporting on the
same patient material in a conference proceedings and
an original article were suppressed. Review articles or
editorials on oesophageal stricture prevention were not
included in the analysis, but were used for background
information. All original publications, including case
reports, were included in the analysis. Reference lists
from all publications were sought for additional relevant
publications. Remaining studies were first assessed for
relevance on the basis of the title and abstract; then after
accessing the full text of the publication. Screening of
the searches, data extraction and selection of the final
articles was conducted by a single reviewer (MB) and

Aliment Pharmacel Ther
& 2015 John Wiley & Sans Ltd

independently verified by a second reviewer (FP). A for-
mal assessment of the quality of the incuded studies was
not conducted for this review.

RESULTS

Identified studies (Figure 3)

Among the 461 PubMed and Embase hits, 62 studies,
including 14 conference publications, were finally
included. Of the 461 hits, 131 publications were dupli-
cates, 63 studies were excluded because of an irrelevant
study topic, 191 were excluded because the data pre-
sented were not compatible with the scope of the review
(mainly studies either dealing with the curative treatment
of post-endoscopic oesophageal strictures, or only men-
tioning oesophageal stricture as a complication after
endoscopic resection), and 16 were an irrelevant publica-
tion type. One additional study was identified by search-
ing through the reference lists of the articles,” and two
publications from the authors’ library were added to the
studies inchuded.*" **
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Pubmed search string:

("Escphageal Stenosis’[MeSH] OR esophageal stenos®[tw]
OR oesophageal stenos*[tw] OR cesophagus stenos*[iw]
ICR esophageal stricture*[tw] OR oesophageal strictureTiw]
OR esophagus stricture*[iw] OR oesophagus stricture®[tw]
OR esophagostenos®[tw] OR stricture®[tiab]) AND
(endoscopic submucosal dissection[iw] OR ESD[tiab] OR
endoscopic muscosal resection[tw] OR EMR[tiab] OR
endoscopic resaction[iw]) AND (Ttherapy™ [Subheading] OR
® drug theraphy” [Subheading] OR preveni*[tw] OR
rminimi®[tw])

Publication date range = 1987 - January 2015

Filters : none

!

220 hits
™

Embase search string
{esophagus stenosis/or (esophageal stenos® or
oesophageal stenos™ or oesophagus stenos® or
esophageal stricture™ or cesophageal stricture® or
esophagus stricture” or oesophagus stricture” or
esophagostenos® or stricture®). ti,abkw.) and
(*endoscopic submucosal dissection/or
endoscopic submucosal dissection or ESD or
endoscopic mucosal resection or EMR or
endoscopic resection). ti,ab,kw. and {exp
"prevention and control™or pe.fs. or
dt.fs. or th.is. or (prevent” or minimi*). fi,ab kw.)
Publication date range = 1995 - March 2015

Filters : none

241 hits
"

‘ Search results combined and duplicates removed : 330 studies |

Excluded (n =265) based on title/abstract

- Irrelevant study topic (n = 63)
- Data not compatible with the scope of the review :

Excluded (n = 5) based on full text

- Data not compatible with the scope of the review : |
studies on cell sheet technology per se (n=4), onthe *——
curative treatment of esophageal strictures (n=1).

studies mentioning esophageal siricturs as a
complication of endoscopic therapy (n = 168), on
the curative treatment of esophageal strictures (n=18)

- |rrelevant publication type: review article (n =12},
editorial (n=13), meta-analysis (n=1)

Additional studies
from the author's own

60 studies

library (n=2) and

found in the

reference list of the

I

studies (n= 1)

63 studies included in the review

Figure 3 | Study selection.

Definition of oesophageal stricture

There is no consensual definition of oesophageal stric-
ture following endoscopic resection. However, the most
frequently reported definition was that of Hashimoto
et al., i.e. an oesophageal stricture is a narrowing of the
oesophageal lumen seen on oesophagoscopy, which is
either nonpassable with a standard diagnostic (£10 mm
in diameter) endoscope or is associated with dysphagia.™

Reported results of the four approaches to stricture
prevention

Protective approach. Creating a barrier over large areas
of the submucosa exposed by the post-resection wound
could protect it from endoluminal stress factors. This
has mainly been studied with the use of wound-covering
agents, which would protect the residual submucosa and
muscularis propria and act as a matrix for epithelial cell
migration.

&

Animal data: Nieponice et al used porcine small intes-
tine submucosa in this context: after circumferential
EMR, small intestine submucosa applied through a bal-
loon proved successful in oesophageal stricture preven-
tion in a series of five dogs.** However, these results
were not reproduced in other studies.” Furthermore, a
recent study involving 25 swine that compared the rates
of post-circumferential EMR strictures in control animals
and in animals with either an oesophageal stent only or
an oesophageal stent coated with three different kinds of
extracellular matrix scaffolds {small intestine submucosa,
acellular dermal matrix or urinary bladder membrane)
demonstrated the absence of benefit
matrix scaffolds for oesophageal stricture prevention. It
should be noted that the stent stability was ensured with
a suture system, and that all but one stents stayed in
place for 3 weeks. However, stricture rates | week after
stent removal ranged from 82% to 94%.™

of extracellular
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Amniotic membrane grafts, acting as a biological
wound dressing with added anti-fibrotic and anti-inflam-
matory properties, have been used safely in humans,
especially for the treatment of comeal uvlcerations and
skin burns®” * Qur team recently assessed amniotic
membrane application in the oesophagus. Amniotic
membrane grafts were placed in 10 pigs using expand-
able plastic oesophageal stents, and we cbserved a benefit
of this intervention in terms of symptomatic stricture
rate at day 14; nevertheless; all animals eventually devel-
oped strictures by day 35. Amniotic membrane grafts
reduced oesophageal fibrosis and inflammatory cell infil-
trate, and promoted reepithelialisation. Possible contribu-
tors to the disappointing dlinical results were a high rate
of stent migration and the early degradation of amniotic
grafts ™

Considering the cumbersome endoscopic apposition
of small intestine submucosa or amniotic membrane
grafts, we recently assessed the hemostatic powder He-
mospray as a wound-covering agent with hemostatic, as
well as possibly regenerative, properties.”’ Although
repeated Hemospray applications were needed, the ease
of powder application makes this option attractive.
Twenty swine and 10 controls underwent circumferential
ESD. The mean oesophageal diameter, time to symptom-
atic stricture, fibrosis thickness or length of re-epitheliali-
sation, and TGF-P levels were significantly improved in
the treated group 14 days after ESD.?' Although stric-
tures eventually appeared in both groups, the findings
suggested that protecting the submucosa with the pow-
der was effective in opposing fibrosis formation. These
results are encouraging, as swine oesophagus is highly
prone to stricture development after mucosal lesion, with
100% stricture rate after circumferential ESD,* and up
to 50% stricture rate after radiofrequency ablation ™

Human data: Considering their encouraging preclinical
data, Badylak et al tested extracellular matrix scaffolds
of porcine urinary bladder membrane, which were
secured to the oesophageal wall by oesophageal stents, in
five patients after circumferential EMR of the oesopha-
gus.” However, all patients developed some kind of
stricture and required endoscopic dilation.

lizuka et al have shown the safety and feasibility of
intraesophageal application of polyglycolic acid sheets on
post-ESD ulcers. The sheets were stuck to the ulcer bed
with fibrin glue, and stayed in place for at least 1 week
in 13 of the 15 patients of the study. Even though only
two patients had mucosal defects exceeding three-quar-
ters of the oesophageal circumference, none of them

Aliment Pharmacol Ther
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developed a stricture after 6 weeks.™ Sakaguchi et al
confirmed these results in eight patients at high risk of
oesophageal stricture: in patients with ESDs exceeding
three-quarters of the circumference, polyglycolic acid
sheet application resulted in a 37.5% stricture rate, with
nonsevere strictures that could be treated with 0.8 = 1.2
sessions of endoscopic balloon dilation (EBD).* Caveats
about this study are the small patient number and
important unreported data such as the exact proportion
of circumferential ESD and the mean patient follow-up,
but careful patient selection excluding those with preven-
tive EBD or sterold administration must be noted. Thus,
polyglycolic acid sheets, which appear to be safe and easy
to use, may be a promising toal for wound protection
after endoscopic resection in the oesophagus.

A simple way to limit the exposition of the deeper
layers of the oesophageal wall to stress factors could be
to reduce the size of the oesophageal lesion by perform-
ing stepwise mucosal resection. The underlying hypothe-
sis is that by exposing a limited surface area of the
submucosa at a time (for example, no more than 50% of
the circumference), healing will proceed harmoniously,
and subsequent resections will not induce a stricture,
After the first successful case report,” two retrospective
studies reported satisfying results with only 2.4-13.3%
strictures.”™ * However, larger prospective and/or multi-
center studies showed that this technique did not actu-
ally change the stricture rate, which ranged from 33% to
88%,'" " as compared to 40-68% for one-step exten-
sive EMR.'™ ™ Importantly, this method bears two sig-
nificant shortcomings: first, the final procedures can turn
out to be technically challenging because of scar tissue
formation, at least on resection edges, and subsequent
oesophageal lumen narrowing; second, stepwise means
piecemeal resection, and is therefore, only conceivable in
the absence of invasive neoplasia Therefore, en bloc,
single-stage mucosal resection appears preferable.

Regenerative approach. The use of growth factors or
cellular therapy, often referred to as ‘regenerative medi-
cine’, has been one of the most froitful fields of research
in oesophageal stricture prevention. The aims of regener-
ative medicine are to hasten the wound healing process
to limit the inflammatory and profibrotic changes, which
could be achieved either by promoting harmonious
submucosal tissue growth or by epithelial regeneration.

Animal data: Honda et al. have observed in 10 beagle
dogs the beneficial effect of autologous adipocyte-derived
stromal cell injection in oesophageal ulcers in terms of

7
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fibrogenesis and stricture occurrence,”’ although the
study lacked an assessment of surface and proliferation
markers in the injected cells to confidently demonstrate
the regenerative effect of this method. Indeed, adipocyte-
derived stromal cells exhibit stem cell-like properties, can
differentiate into both mesenchymal and nonmesenchy-
mal cell types, and secrete numerous growth factors.
Thereby, they might improve tissue regeneration. The
same reasons that explain their efficacy might preclude
their use in patients in the setting of oesophageal neopla-
sia due to the risk of expansion of residual cancer cells.
Enhancing epithelial regeneration might be an avenue
for limiting submucosal inflammatory and fibrogenic
processes. Subcutaneous injections of epidermal growth
factor have been reported to promote wound healing
and to prevent stricture formation after sclerotherapy-
induced oesophageal ulcers in 24 pigs™ However, the
preventive use of such treatments in asymptomatic
humans seems unlikely due to safety concerns. Using
autologous squamous cells cultured ex wvive, and then
administered inside or on top of the resection wound, is
a promising way to improve epithelial regeneration. In
2007, Sakurai et al. showed in one swine the feasibility
of injecting autologous keratinocytes into oesophageal
ulcers.”* This procedure seemed to accelerate wound
healing by promoting re-epithelialisation and reducing
scar tissue formation, but the study was limited to one
animal. These results have been reproduced in Switzer-
land in nine sheep, with no oesophageal stricture and
limited fibrotic changes 6 months after a cdircumferential
EMR.” The absence of a control group, the sheep model
and the atypical rigid endoscope represent significant
limitations of this study. Previously quoted amniotic
membrane or porcine small intestinal submucosa (a sub-
mucosal tissue-based material containing elastin and col-
lagen fibres), can be thought of not only as protective
agents, but also as expansion matrices for epithelial
cells.” A further step was made by another Japanese
teamn using epithelial cell sheets. Okhi ef ol from the
Tokyo Women's Institute developed an ex wivo-engi-
neered autologous epithelial cell sheet using tissue sam-
ples from the oral mucosal tissue. They managed to
endoscopically transplant these cell sheets in oesophageal
ulcers without resorting to surgical suture. The proce-
dure was achieved successfully in three dogs and was
shown to be feasible, safe, and effective in terms of cell
sheet integration in the neoepithelium.” Re-epithelialisa-
tion was quicker than in the three control animals.
However, the possible effect on oesophageal stricture of
this elegant model was not assessed, since oesophageal

8

ulcers were limited in size; therefore, the same team
used autologous skin-derived epidermal cell sheets in
pigs undergoing circumferential ESD, reporting statisti-
cally significant results in terms of oesophageal diameter
at day 14 and advancement of re-epithelialisation.”® The
degree of mucosal constriction varied from 48% to 63%
in the treated group, as compared to 86-8%% in the con-
trol group (P <0.01). In the meantime, Takagi et al
managed to grow human oral mucosal cell sheets with-
out animal-derived materials and in optimal microbio-
logical conditions allowing us to consider their use in
lzvaﬁ.:znts.TT

Human data; In 2012, the first outcomes of cell sheet
technology in the human oesophagus were reported.”
Nine patients underwent oesophageal ESDs, and cell
sheets made of oral mucosal keratinocytes obtained from
the same patients 16 days earlier were endoscopically
transplanted onto the resection wound. The authors
showed the cell transplantation to be effective, and a
median reepithelialisation time of 3.5 weeks. Three
patients with high-risk ESDs, (ie, involving at least
three-quarters of the circumference) did not exhibit
oesophageal stricture, however the only patient with a
sub-circumferential ESD developed a refractory stricture
requiring over 20 EBD sessions, despite the seven cell
sheets used. Although lacking a control group and a
more significant patient sample, Ohki et al. demon-
strated for the first ime the safety and feasibility of cell
sheet use in patients. The 25% stricture rate results that
they reported, when compared to the 90-94% stricture

=
.20 are one of the lowest

rate expected in this setting,
rates reported to date. These results were not reproduced
by others: Elbe et al. applied the same cell sheet technol-
ogy in five oesophageal ulcers after endoscopic resection,
and observed strictures in three out of the four patients
with high-risk endoscopic resections.”” These findings
suggest that cell sheet culture does not work as well in
the lower oesophagus (four patients were treated for Bar-
rett’s neoplasia) as in the upper- or mid-oesophagus
where the acid exposure is moderate.

More recently, the concept of autologous en bloc
mucosal transplantation to protect a large oesophageal
ulcer and to promote reepithelialisation was suggested in
a case report.”® *' In one patient, a large piece of healthy
gastric mucosa resected by ESD was cut into pieces,
placed against an oesophageal ESD wound, and was
secured with an extractible stent Although the lesion
was at high risk (proximal oesophagus, crocumferential
and extensive ESD), the patient did not develop an
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oesophageal stricture, and gastric mucosa was trans-
planted into the oesophagus. However, the relevance and
safety of doubling the intervention time and the risk of
intra-operative adverse events, as well as implanting
gastric cells in the oesophagus, could be questioned.

Even if the regenerative approach of oesophageal stric-
ture prevention has shown some dramatic results in
enhancing the healing process in the hands of one expert
Japanese team, it carries major limitations: the proce-
dures—either cell culture, cell sheet manipulation or
multiple ESDs—are costly and cumbersome, and require
a high degree of expertise. Indeed, cell sheet transplanta-
tion on an ulcer bed in the cesophagus is estimated to
cost at least US$20 000 per case.™ Furthermore, there
are concerns about bacterial and fungal overgrowth in
primary keratinocyte cell cultures preventing efficient cell
sheet production at a larger scale and in a short period
of time*® Therefore, the regenerative approach seems
unlikely to develop in all centres performing therapeutic
endoscopic procedures in the oesophagus in the near
future,

Anti-proliferative approach. In order to contain inflam-
mation and myofibroblastic proliferation, anti-mitotic
dmgs, so-called anti-fibrotic drugs, and anti-inflamma-
tory drugs have been tested. Most of the studies have
focused on steroids, either locally delivered to the
oesophageal wall or administered by the systemic route.

Animal data. Steroids: The anti-inflaimmatory and ant-
fibrotic properties of steroids are partly explained by the
inhibition of TGF-f31 expression and the induction of
apoptosis in fibroblasts*™ ** Intralesional injections of
triamcinolone—as routinely performed in the treatment
of hypertrophic and keloid scars after dermatologic sur-
gery, although with repeated treatment sessions”—have
been tested for the treatment of refractory oesophageal
strictures.*” Rajan et al first sought to inject triamcino-
lone endoscopically into the muscularis propria after cir-
cumferential EMR in pigs, and not only did they observe
periesophageal abscesses in all animals and a 33% mor-
tality rate, but three of the four surviving pigs developed
tight strictures.™ Honda et al. have administered triam-
cinolone not in the muscularis propria, but in the
remaining submucosal tissue after partial EMR in dogs:
the study was not designed to assess the stricture rate,
but the authors showed that steroid injection deepened
the oesophageal ulcers and delayed epithelialisation.™
This last finding was ako supported by another recent
animal study.”'

Aliment Pharmacol Ther
& 2015 Jehn Wiley & Sons Ltd

Systematic review: prevention of oesophageal stricture

Other 'stricture-preventing’ drugs: Liposomal 5-fluoura-
cil injected into an EMR wound prevented oesophageal
stricture in one dog and reduced fibrosis thickness in the
oesophageal wall.* However, the value of this finding is
limited by the absence of any larger studies conducted
with this drug. Submucosal injection of mitomycin C,
which has been reported as an adjunct to EBD therapy
in the treatment of post-endoscopic oesophageal stric-
tures,” was assessed for the prophylaxis of strictures by
two different teams in a swine model with unconvincing
results. One study of our team included nine pigs and
did not show any benefit on oesophageal stricture occur-
rence.”” Another study reported two animals treated with
low dose mitomycin, finding a moderate, non statistically
significant increase in the oesophageal lumen compared
to the controls, as well as two premature deaths attribut-
able to the local toxicity of high doses of mitomycin.*
Anti-inflammatory molecules with supposed anti-fibrotic
properties have been assessed in animal studies. Halofu-
gidone was poorly effective in a controlled study involv-
ing four pigs and six controls with no statistically
significant differences in terms of oesophageal diameter
reduction.”® As fibrotic processes involve oxidative stress,
N-acetylcysteine as an anti-oxidant may exert an ant-
fibrotic activity. We assessed N-acetylcysteine in a con-
wrolled study using 12 pigs: N-acetylcysteine administra-
tion resulted in diminished oxidative stress markers in
the oesophageal tissue samples of treated animals, but
did not yield statistically significant differences between
groups in terms of stricure rate and severity, even
though high doses of treatment were used.™

Human data. Locally administered steroids: Although
animal studies have raised serious concerns about the
effectiveness and safety of corticosteroid use for oesopha-
geal stricture prevention,™ ** 13 reports of locally
administered steroids have been published in patients
since 2009. Among these, cases of oesophageal perfora-
tions have been described following endoscopic triamcin-
olone injections”” The authors claim that tangential
injection inside the residual submucosa, avoiding injec-
tions in the muscularis propria, might prevent these
complications.

Most publications are small retrospective case series,
with heterogeneous injection protocols, no complications
reported and stricture rates ranging from 10.7% to
41.7%.% ™ Two larger controlled studies have been pub-
lished in this filld: Hanaoka et al demonstrated in a
prospective work involving 30 patients with high-risk
ESDs that a single triamcinolone injection induced a

9
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dramatic and statistically significant decrease in the stric-
ture rate, from 66% to 10% (P < 0.0001), at the cost of a
7% complication rate.”® Similardy, a 19% wvs. 75%
(P < 0.001) stricture rate was obtained by Hashimoto
et al. in 21 patients and 20 controls, although a protocol
including three triamcinolone injections at day 3, 7 and
10 was used.” Funakawa et al., in a retrospective analy-
sis of 45 high-risk ESDs, of which 35 had been treated
by repeated injections of triamcinolone according to
Hashimoto ef al,, found steroid injection to be safe, but
ineffective. In particular, 10 of the 12 (83%) patients
with drcumferential ESD developed strictures despite
steroid injections, and even in the resections involving
75-99% of the circumference, the rate of stricture was
not significantly different between the groups, with
34.8% (8/23) and 40% (4/10) stricture rates in the triam-
cinolone and control groups, respectively.”® These data,
extracted from a large register of oesophageal ESDs, are
striking by the very low rate of stricture in the control
group, but cast some doubt about the actual effect of
injected steroids in patients at high risk of stricture.

As the adverse events related to locally administered
steroids appear to be related to the injection, some teams
have attempted to administer locally active corticoster-
oids on the resection wound without injection. Omal
liquid budesonide seemed ineffective’” after an extensive
EMR for Barrett’s neoplasia, and oral viscous budesonide
was also ineffective at the dose of 0.5 mg/2 mL mixed
with sucralose twice daily for & weeks after extensive
EMR for Barrett’s neoplasia.”™ Mori et al, in a rando-
mised trial, compared a steroid gel made of 100 mg tri-
mixed with endolubri Jelly (Olympus
Medical Systems, Tokyo, Japan) to triamcinolone injec-
tions in 43 patients after large ESDs. Despite repeated
applications and additional preventive balloon dilation in
both groups, they observed 81% stricture rates in both
groups after 60 days.”

amcinolone

Systemic steroids: The possible efficacy of systemic ste-
roid therapy in stricture prevention, suggested in case
reports,”™ "% ' has been further assessed. Sato ef al
showed in a retrospective cohort study including 23
patients that a prednisolone treatment of 30 mg/day,
started 2 days after a circamferential ESD and gradually
tapered and discontinued after 8 wecks, significantly
decreased the number of EBDs required to obtain a
stricture-free oesophageal scar.'™ The total time of EBD
was also  significantly  shorter, ranging from
4.8 + 2.3 months to 14.2 + 15.7 months (P = 0.005). A
significant benefit of an 8-week, low-dose prednisolone

o

regimen on the occurrence and the severity of oesopha-
geal stricture was confirmed by other retrospective stud-
ies, reaching 5.3-29% stricture rates,”™ '™ "%

50% in the specific setting of CESD.*®

and up to

Steroids and oesophageal stricture prevention: A 2012
study by Hashimoto et al. illustrates the data available
on steroids for oesophageal stricture prevention after
ESD: the authors show a significant improvement in
oesophageal stricture under steroid therapy compared to
controls, in terms of stricture rate, but also in terms of
stricture severity, as attested by the mean number of
dilations required.®™ However, the absence of prospec-
tively collected data, the heterogeneity in the periods of
the patient management, in the steroid administration
protocols (injected vs. injected and oral), and the various
sizes of the groups prevent us from drawing definitive
conclusions on the benefit of steroid therapy, either
locally or orally administered. Furthermore, even the
most optimistic reports still mention an 83% and 50%
stricture rate after circumferential ESD despite endo-
scopic triamcinolone injection or oral prednisolone,
respectively. ™ *® The clinical results of steroid therapy
for oesophageal stricture prevention in humans are pre-
sented in Table 2. These data suggest that corticoster-
oids, either topically injected triamcinclone or oral
prednisolone, significantly reduce the rate and severity of
oesophageal stricture after endoscopic procedures. This
is confirmed by the results of a meta-analysis that
included the data of four studies and 148 patients, show-
ing a 135% wvs. 59.34% stricture rate with or without
steroid therapy, respectively, *®

The most realistic protocol for endoscopically injected
steroids is that reported by Hanaoka, reguiring 20-40
shallow injections through a 25-G needle in the residual
submucosa of 0.5-1 mL aliquots of triamcinolone aceto-
nide up to 100 mg immediately after ESD.*® Oral pred-
can be administered according to the
Yamaguchi protocol’, starting at 30 mg/day on the third
day after endoscopic resection, then tapered gradually
(30, 30, 25, 25, 20, 15, 10 and 5 mg for 7 days each},
and then discontinued 8 weeks later."" Corticosteroids
are certainly the only readily available option for the
prophylaxis of post-endoscopic oesophageal stricture in
2015. However, although roughly 300 patients have
reportedly been treated with this strategy, a 7-10%
adverse events rate was observed with triamcinolone

nisolone

injection (bleeding, submucosal tear) in some stud-

95, 99

ies, and a case of fatal disseminated nocardiosis has

been recently reported tfollowing post-ESD corticosteroid
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Table 2 |

Clinical data for corticosteroid-based prevention of oesophageal stricture

First authaor

Hashimota™

Funakawa™

Nc'.igam'«l‘:'I

Shaji*?

Oyama™

Lee
Wallace™”

Bahin®®

Hashimota™

Is.iﬂy\arna”

lsomoto™

Yamaguchi™™

Design
Retrospective

historical
contral

Prospective
histarical
contral

Prospective
randaomised

Retrospective
histarical
cantral

Retrospective,

controlled

Retrospective

Retrospective

Case report

Case report

Prospective,
controlled

Retrospective

Retrospective

Retrospective

Retrospective

Intervention

Trlamcinglane injection
18-62 mg at day 3.7,
10 {13 v contral (2)

Triamcinalone injection
100 mg at day 0 (1)
vs. cantral (2)

Triamcinalone Injection
62-B8 mg + EBD (1)
ve, triamecinolonse
100 mg gel
application + EBD (2)
at days 0, 5, 8,12 15

Triamcinolone injection

at days 0, 7, 14 (1) vs.

contnol (2)

Intralesional stercid
injections (various
protocols) (1) v
control (2)

Triamcinalom injection
B0 mg, at day O

Dexamethasone
injection 4 mg +EBD
(1) vs: EBD alane (2),
at day 3, then 2 per
ek

Triamcinolane Injection
80 mg at day O

Cral higuid budesonide

Oral viscous
budesonide (05 mg/
2 mL with
sucralose) = 2 per
day, 6 weeks (1) vs.
control (Z)

Triamcinolone injection
at days 3, 7,10 (1) vs.
Triarncinolone
injection at day
1+ prednisolone
05 mg/kg 6 weeks
{2} ve: controls (3)

Prednisolone 30 mg/
day, B weeks (1) va.
Triamcinolone
injection BO mg at
day 0 (2)

Prednicolone 30 mg/
day, B weeks (1) vs,
EBD alane 2 per
week, B weeks (2)

Prednisolona 30 mg/
day, B weeks (1) vs.
EBDy alane 2 per
week, B weeks (2)

N

Ay, 20 for (1)
and. (2), resp.

30 ve. 29 for
{13 and (2),
resp,

23 vs. 20
far 1) and
(2), resp.

35 ws. 10 for (1)
and (2), resp.

42 vs. 28 for
{1y and (2},
resp.

i

Tvs 7o (1)
and (2), resp.

e 75
far 1) and

(2), resp.

Nwvs 12 ws 20
forr- (13, (22
and (3) resp.

24 ve, 12
for (1) and
(2), resp.

4ws. 3
far (1) and
(2), resp.

19 ws. 22
far (1) and
(2), resp,

Setting

Oecophageal
ESD 50%

Oesophageal
ESD = 75%

Oesophageal
ESD = &6%

Desophageal
ESD > 75%

Desophageal
ESD

Cardial
ESD = 50%
Circumferential
ESD

Oesophageal
ESD S90%
Cesophageal

EMR
Oezaphageal
EMER

Oesophageal
ESDr 50%

Desophageal
ESD = 75%

Circurmferential
oesophageal
ESD

Desaphageal
ESD > 75%

Mean or median
(ramge) number
of EBD*

17 we. 6.6
P =000
fer (12 wa- (2),
resp,
0(0-2)vs 2
(0-15)
P = 0.0001
for (12 we. (2),
resp.
43 v 16
P =001

for (1) ws (2}, resp,

Mot available

MNat available

3

13 (5-20) vs 21
(13-34)
for (1) weo (23,

resp.
o
Nat available

20-3 v 30-3)
P=013

17 we 15 ve. 66
P = 0007 for
storaids ws,
contml

32 (06) vs. 1.7
(0-7)
for (1) vs. (2),
resp.

33w 327
P <005
for (1) we. (2),
resp.

1.7 we 156
P=005
for (1) vs. (2,
resp.

Stricture
rate”

19% vs. 75%
P = 0.001
far (13 wve (2),
Tash,

10% ve. 66%
P < 00001
For (1) ws. {(2),
resp.

B1% v, B19%
P—0.48
for (1) vs. (2),
Tesp,

A% ve 51%
for (1) ws.(2),

Tes.
10.7% vs. 357%

P=0.03%
for (1) vs: (2),
resp.

33%

Nat available

100%

261% vs. 40%
P=0.06

19% ws. 33%
Vs 75%
P.< 0001 far
repeated
triamecinolone ve,
control

29% vs. 41.7%
For €13 va. (2),
resp.

509 ve. 100%
for (1) ws. (23,
TSP

53% ve. 2%
P<0.05
for (1) ws, (2),
resp.

Adverse
evints

7%
(submiicosal
tear, bleeding)

10% bleeding
(injection
group)

a
Mot available

Mot available

42%
(1 perforation
in the
prednisong
Broup)

o

Aliment Pharmacol Ther

‘% 2015 John Wiley & Sons Ltd

170



M. Barret et al.

Table 2 | (Continued)

Mean or median

{range) number Stricture Adverse
First author Design Intervention N* Setting of EED* rate® events
Saty™ Retrospective  Prednisolone 30 mg/ W ws 13 Circumferential 138 vs. 335 Mot available 0
day, B weeks + EBD far (1) and Oesophageal P < 0,001
1-2 per week (1) vs, (2), resp ESD for (1) ve. {29,
EBD alene 1-2 per resp
week (2)
Ishiyama™* Retrospective  Prednisolane g Desophageal 6 1% (]
20-30 mg/day, ESD > 7R%
68 wenks
Huang™ Retrospective  Prednisolone 11 Oesaphageal 3 18.2% o
30 mg/day, ESD = 75%
8 woeks
Yamag.lﬂﬂ‘"‘ Case report Pradnisclans 1 Circumferential O el o
30 mg/day, oesophageal
B weeks ESD
Shaji™ Case mport Prednisolone | Circumferantial O 0 o
30 mgday, cardial ESD
12 weeks )
Bno™® Case meport Dexamethasone 1 Desophageal (1] 0 Nat available
40 mg/day, ESD
4 days,
3 times

EBD, endoscopic balloon dilation; ESD, endoscopic submucosal dissection; EMR, endoscopic mucosal resection; resp., respectively,

* Treated vs. control group.

systemic administration,'"® along with another death by
infectious disease in Japan.'"”
infectious morbidity might follow, all the more if corti-
costeroid doses increase. Indeed, patients referred for

Other cases of severe

endoscopic therapy are often elderly and frail, and exten-
sive ESD is already a relatively morbid procedure per se
with risks of oesophageal perforation or aspiration pneu-
monia

Other ‘stricture-preventing’ drugs: Tranilast, an anti-
allergic dmg found to inhibit in vitro collagen synthesis
and [L-6 production, was tested in a prospective study
involving 31 patients.'”® Oral administration of 300 mg/
day tranilast for 8 weeks was compared to biweekly pre-
ventive endoscopic dilation for 4 weeks, and resulted in
a 33.3% vs. 68.8% stricture rate (P = 0.04), even if the
groups included 14.3% and 25% high-risk ESDs. Impor-
tantly, no adverse events were recorded in the tranilast
group. Further prospective studies that include more
high-risk patients are required to confirm the benefit of
tranilast.

Mechanical approach

A more pragmatic approach of oesophageal stricture pre-
vention is to mechanically dilate the oesophagus during
the wound healing process. The rationale is that repeated

12

or continuous pressure on the oesophageal wall would
prevent hypertrophic scar tissue formation leading to
oesophageal stricture. This can be achieved by preventive
balloon or bougie dilation, or by placing an cesophageal
stent right after the endoscopic resection.

Animal data. No animal data on preventive balloon
dilation are available, and there are only limited data on
preventive oesophageal stents. In the studies from Rajan
et al. and Barret ef al, five and six pigs were treated by
metallic-covered and silicone oesophageal stents after cir-
cumferential EMR and circumferential ESD™ *%: in both
studies, the stent had migrated in 67% and 60% of the
cases after | week, and animals ultimately developed
tight strictures. In a prospective controlled study in pigs
after CEMR, Pauli et al. showed that biodegradable
oesophageal stents only slowed down the stricture forma-
tion,'™ and after 9.2 weeks and the degradation of the
stent, all treated animals developed strictures.

Human data. Oesophageal stents: Despite concerns
about the stability of an oesophageal stent in the non-
strictured oesophagus, the potential tissue ingrowth at
the ends of the stent leading to stent-induced strictures,
and the droumferential mucosal lesion left in the
oesophagus after stent removal that is itself prone to

Alirment Pharmacol Ther
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stricturing, prophylactic stent placement has been
assessed in patients. A case report mentioned the
absence of efficacy of biodegradable stents for stricture
prevention.'"" Holt ef al. assessed in 12 patients fully
covered metal stents, placed 10 days after a circumferen-
tial EMR for Barrett’s neoplasia: in four patients; stents
had to be removed for pain or dysphagia, and 57.5% of
the patients ultimately developed strictures.''' Another
team, in the same clinical setting, reported a 28% stric-
ture rate after oesophageal stent removal or migration.'"
It seems that the more classical design of the stents and
a shorter duration of the stent placement in the last
study may be the main differences between these two
works. In a study that included 23 patients with high-
risk oesophageal endoscopic resections, of which 19 were
circumferential, treated by prophylactic stents, the
authors reported a 52% early stent migration rate and a
39.2% rate of oesophageal stricture.!"™ Furthermore, a
recent randomised study by Wen et al, involving 11
patients treated by a covered metal stent after extensive
ESD and as many controls, with an 8-week stent implan-
tation period, found a lower stricture rate at 12 weeks in
the treated group, with only 18% vs. 73% in the control
group (P < 0.05). Moreover, only patients who expen-
enced stent migration developed a stricture.''*

Nevertheless, the poor results of covered stents in the
treatment of benign oesophageal strictures of any
kind,'" and the absence of any anti-proliferative or anti-
inflammatory/anti-fibrotic effect of the stents—indeed,
with a possible pro-inflammatory action—make stenting
an unlikely candidate for the title of best prophylactic
method. Thus, the results from Weng et al. need to be
confirmed in larger studies before oesophageal stent
placement can be considered as a valid option to prevent
stricture development. Figure 4 summarises the different
modalities for oesophageal stricture prevention, and
Table 3 addresses their limitations and feasibility.

Endoscopic  balloon  dilation: Many studies have
addressed the option of preventive EBD in the oesophagus
after ESD. Since there is no reason to believe that dilation
may favour epithelial or submucosal healing, preventive
FBD might actually be early and intensive curative
EBD.''" Single-session preventive EBD within 1 week of
the resection has been reported as effective,''” but most
authors recommend repeated treatment sessions starting
3 days to 1 week after the resection, and repeating treat-
ment once or twice a week until healing of the wound
without stricture, usually at 8 weeks > % 10 %2 118, 118
Compared to controls, preventive EBD significantly

Aliment Pharmacol Ther
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Loss of the epithelial barrier - Stepwise resection
function - Wound covering
l agents (SIS, amnictic
:}' membrane}
Exposure of the submucosal - Epithelial
space to chemical, mechanical regeneration (growth
and bacterial agressions faciors, cell sheets)

| -

Inflammatory cell infilirate

l - Anti-mitotic drugs
Myofibroblastic proliferation - Anti-Inflammatory
l > drugs (CS)
- Anti-fibrotic drugs
Collagen synthesis and wound
contraction
l - Preemptlive
Hypertrophic scar fissue } balloon dilation
formation - Prophylactic
-l esophageal stent

Esophageal stricture

Figure 4 | Targeis for oesophageal stricture prevention.

decreased the incidence of stricture from 92% to 59%
(P=0.04) in a retrospective study that included 41
patients.''® This modality was the preferred option for
Japanese endoscopists before corticosteroid administration
proved more effective in preventing stricture® ™ ' 105
Furthermore, repeat oesophageal dilations for post-endo-
scopic strictures, either by bougienage or balloon dilation,
carry a specific risk of oesophageal perforation, as demon-
strated by Takahashi ef al,*® with a 1.1% perforation rate
compared to the 0.3% perforation rate of cesophageal dila-
tion in other clinical settings.”® As this strategy frequently
required more than 10 EBD sessions, the safety profile of
preventive EBD does not seem to be satisfying.

Future perspectives: understanding oesophageal wound
repair: Despite all the above attempts, an efficient pro-
phylactic treatment for post-endoscopic oesophageal
stricture with acceptable patient safety remains to be
found. Unless cell culture and tissue engineering develop
rapidly and provide access to epithelial cell sheets to
many endoscopy centres, new prophylactic treatments
may require a better understanding of oesophageal
wound healing. This raises the question of the identifica-
ton of oesophageal stem cells or epithelial progenitors
supposedly involved in the oesophageal repair process.
Pan et al reported the presence of label-retaining cells
with stem cell chamacteristics (slow cycling and long
lived, multipotent and uncommitted in differentiation
processes) in the basal layer of the human oesophagus.'™

13
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Table 3| Currently available methods and pessible future options for the prevention of post-endoscopic oesophageal

stricture
Potential Current Technical
effectiveness availability feasibility Main limitation
Protective approach
Stepwise resection'® Low Good Good Suboptimal histological analysis
B e Moderate Good Unproven Effectiveness not proven in patients
PGAS &3 High Fair Moderate  Small patient number
Armniotic membrane™ High Good Poor Early degradation,
application challenging
Hemostatic powder™ Moderate Good Moderate Meed for repeated applications
Regenerative approach
Epidermal growth factor®® High Low Poor Safety issue
ADSC High Low Poor Safety issue
Autologous cell sheats™ 7™ High Low Uncertain High cost
Mucosal graﬂsﬂcI Unknown Low Uncertain Technically challenging,
potential graft necrosis
Anti-proliferative approach
Anti-mitotic drugs™ Moderate Good Good Mo clinical data available
(5FU, MMC}
Local corticosternids™ ®5 Moderate Good Good Risk of perforation
Systemic corticosteroids”™ 9% 199 Moderate Good Good Infectious adverse events
Other anti-fibrotic Moderate Low Poor Mo clinical data available
drugs (HLF, NAC)™ ®& 108
Mechanical approach
Preventive dilatations”™ ™ Moderate Good Good High risk of perforation with
repeated treatment
Desophageal stents™ "= 4 Low Good Moderate Stent migration, short term effect
Combined approaches
Coated stents Unknown MNone Good Same side effects as other locally
{corticosteroids, administered anti-proliferative drugs?
anti-mitotics)
Coated stents (SIS or Low Fair Good Risk of stent migration, only reliable
other agent)® to apply the agent on the
wound for a few days
Steroid-loaded gel High Fair Uncertain Flushed away by food boluses?

ar matrix™®

SIS, small intestinal submucosa {porcine); PGA, polyglycolic acid sheets; ADSC, Adipocyte-derived stromal cells; 5FU, 5 Fluoro-
uracile; MMC, Mitomycin C; HLF, halofugidone; NAC, N acetyl cysteine

These findings need to be confirmed, and these possible
oesophageal stem cell should be further characterised,
since similar studies in mice showed that label-retaining
cells from the basal layer of the oesophagus express the
CD45 pan-leucocyte marker, and turned out to be Lan-
gerhans cells and lymphocytes.*

Doupe et al. identified a single progenitor cell in the
basal layer of the epithelium that was available both for
tissue homeostasis and wound repair.™ This work sup-
ports the hypothesis that there are no slow cyding er
quiescent epithelial stem cells in the oesophageal epithe-
linm, in contrast to other epithelia, such as epidermis,
stomach or small intestine. However, these findings are
limited by the murine model on which the work was

14

based, as the mwurine oesophagus, unlike the human
oesophagus, has a keratinised epithelium and lacks epi-
thelial crypts or glands. In keeping with these findings,
Barbera et al. observed that human oesophageal epithe-
lial cells cultured in a 3D organotypic system had equal
capacity for self-renewal and ability to reconstitute squa-
mous epithelium whether they expressed progenitor
(CD34) or epithelial (EpCAM) cell markers. The most
quiescent cells expressing putative stem cell markers,
however, are located at the tip of epithelial papillac.'*'
These two studies are in favour of a great plasticity of
the oesophageal epithelium, in which the cells would
ensure the tissue homeostasis and promote wound heal-
ing without the need for a stem cell pool
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The role of cesophageal submucosal glands in tissue
regeneration has been suggested by histological studies
showing a consistent continuity between the squamous
islands among Barrett’s oesophagus and the submucosal
gland ducts.'™ If oesophageal tissue repair or homeosta-
sis is not dependent on specific stem cells in the mucosa,
then there might be a role for the oesophageal submuco-
sal glands in oesophageal repair. This hypothesis might
explain why the degree of reepithelialisation and the rate
of stricture depend not only on the circumferential
extent of the mucosal lesion, but also on the depth of
the endoscopic resection, ranging from the lamina pro-
pria for radiofrequency ablation to the muscularis pro-
pria. for ESD. If this hypothesis is correct, then
submucosal glands might contribute to the reepitheliali-
sation process from the depth of resection areas, not
enly from the edges, and it would be important to
preserve some viable glands to avoid strictures when
resection circumferential sections of mucosa are per-
formed, as illustrated in Figure 5. A better understanding
of the role of these oesophageal submucosal glands is
therefore necessary before more effective stricture-pre-
venting drugs, devices, or procedures can be developed.

Squamous
epithelium

Squamous island

v
A
1

Submucosal glands

Carcinoma

Systematic review: prevention of oesophageal stricture

CONCLUSION

The therapeutic armamentarium to prevent oesophageal
strictures after extensive, circular, or sub circular resec-
tions of the oesophageal mucosa is currently insufficient,
and the literature does not provide enough robust data to
establish recommendations. The only tools with immedi-
ate availability and some previous clinical experience at
the moment are steroids (either orally administered or
injected in the resection wound), EBD, and ocesophageal
stents, and their limitations have been exposed. Although
the regenerative approach of oesophageal stricture could
potentially be highly effective, it is currently limited to a
small number of expert Japanese centres and their results
have not been reproduced in Europe. The effectiveness of
the protective, ‘wound-covering approach, using inert,
resorbable material, such as polyglycolic acid, seems
promising: first, it shows that the protection of the musc-
ularis propria and remaining submucosa from endolumi-
nal factors is crucial and that its beneficial effect on
wound healing is greater than the inflammatory reaction
to exogenous material; second, it is a readily available
and affordable material throughout most endoscopy cen-
tres. Currently, one should first advise endoscopists to

Resection lateral margins ‘t

Barett's
epithelium

Submucosal
section plane
(EMR, ESD)

—— Muscularis propria

(ALREADY PROVEN)

(HYPOTHETICAL)

MUCOSAL REPAIR FROM EDGES

MUCOSAL REPAIR FROM DEEP SUBMUCOSAL GLANDS

Figure 5 | lllustration of the possible role of the submucosal glands in mucosal healing.
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restrict the indications of circumferential ESD in the
oesophagus to squamous neoplasms or eardy Barmrett’s
cancer. In case a circumferential ESD is needed, the
patients have to be informed of the high risk of subse-
quent oesophageal stricture, and of the need for repeated
endoscopic controls, possibly with dilations. We believe
that stepwise resection must be considered with caution
due to the poor histological analysis of the resected speci-
men, and the risk of R1 resection of an early cancer. Pro-
phylactic stent placement might offer an interesting
alternative, but stents have high costs, significant migra-
tion rates, uncertain tolerance and the mucosal lesions
seen upon stent removal might prevent an adequate sur-
veillance for local recurrence. Preventive serial EBDs can
be considered, but the most effective too!l for stricture
prevention to date is steroid therapy. Since locally
injected triamcinolone has raised concerns about acciden-
tal injection into the muscularis propria and subsequent
perforation or abscesses, oral corticosteroid administra-
tion, following the Yamagushi protocol, appears to be the
most effective and most validated preventive method.
However, a close surveillance of infectious adverse events

should be conducted by clinical, biological, endoscopic
and possibly CT-scan follow-up during the first 4 weeks
after the procedure. In the near future, the prospective
clinical validation of wound-protective treatments or even
treatments combining a protective and a steroid-deliver-
ing matrix might represent a safer and more efficient
altermative to oral corticosteroids.
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