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PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

l ANATOMIE 4201

] ANTHROPOLOGIE 20

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60éme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

l BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

l ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

|NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH)

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité octobre 2018
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marquerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

] CARDIOLOGIE 5102

GUED] Eric (PU-PH)

GUYE Maxime (PU-PH)

MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69&me section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

CHIRURGIE GENERALE 5302

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)



l CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 JGUERIN Carole (MCU PH)

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH) | CHIRURGIE INFANTILE 5402 |
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH) GUYS Jean-Michel (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH) JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité LAUNAY Franck (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH) MERROT Thierry (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH) VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)
FAURE Alice (MCU PH)
OLLIVIER Matthieu (MCU-PH) PESENTI Sébastien (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702 ]

BERTUCCI Frangois (PU-PH) | CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503 |
CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH) CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH) GUYOT Laurent (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)

HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH) FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

COLLART Frédéric (PU-PH)

D'JOURNO Xavier (PU-PH) CASANOVA Dominigue (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH) LEGRE Régis (PU-PH)

GARIBOLDI Viad (PU-PH)

MACE Loic (PU-PH) BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH) HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominigue (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

l CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 ]

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH) BARTHET Marc (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH) BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOUFI Mourad (PU-PH) BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH) Surnombre
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH) DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH) GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH) GRANDVAL Philippe (PU-PH)
GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)
| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |SEITZ Jean-Francois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)
LEPIDI Hubert (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)
ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH) | GENETIQUE 4704 |
| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 |BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)
BERBIS Philippe (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH) MONCLA Anne (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)

I DUSI ]TOGA caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

COLSON Sébastien (MCF)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)

CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH) GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403 ]
l EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

AUQUIER Pascal (PU-PH) BOUBLI Léon (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH) BRETELLE Florence (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre COURBIERE Blandine (PU-PH)
THIRION Xavier (PU-PH) CRAVELLO Ludovic (PU-PH)

D'ERCOLE Claude (PU-PH)
BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06&me section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)



| IMMUNOLOGIE 4703

| HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Francois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (MCU PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

SUCHON Pierre (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

l MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

l MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

|LEONETTI Georges (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

MILLION Matthieu (MCU-PH)

PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

MEDECINE D'URGENCE 4805

KERBAUL Frangois (PU-PH)
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

EBBO Mikael (MCU-PH)
GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)

ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

l MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Irene (MCU-PH)

l NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

NUTRITION 4404

| NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66éme section)
SOBOL Hagay (PR) (65&me section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)

FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)



OPHTALMOLOGIE 5502

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH) Disponibilité
MATONTI Frédéric (PU-PH) Disponibilité

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)

FAKHRY Nicolas (PU-PH)

GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)

MICHEL Justin (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)

FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

PHILOSPHIE 17/

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH)
OVAERT Caroline (MCU-PH)
TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

| PHYSIOLOGIE 4402

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

REY Marc (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

| THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)

PSYCHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

AGHABABIAN Valérie (PR)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH)

PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

ASTOUL Philippe (PU-PH)

BARLESI Fabrice (PU-PH)

CHANEZ Pascal (PU-PH)

CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

MASCAUX Céline (MCU-PH)
TOMASINI Pascale (MCU-PH)

REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

| THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804

GAINNIER Marc (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH)

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

RHUMATOLOGIE 5001

| UROLOGIE 5204

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)
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A Monsieur le Professeur Jean-Michel Triglia

Votre rigueur, votre goUt du travail bien fait et votre charisme laisseront une empreinte
indélébile dans I’ORL pédiatrique, marseillaise et au-deld. Je vous remercie pour
I’enseignement dont vous nous avez fait bénéficier, notamment dans votre domaine de
prédilection : I’otologie.

A Monsieur le Professeur Richard Nicollas

Votre sympathie et votre générosité n’ont d’égales que votre disponibilité. Vous mettez a
I’honneur I’esprit d’entraide militaire et cela se ressent dans votre équipe. Merci de m’avoir fait
découvrir le versant pédiatrique de la laryngologie.

A Monsieur le Professeur Stéphane Roman

Merci pour votre implication dans le domaine de la surdité infantile qui nous a permis de
démystifier cette spécialité si importante de I’ORL.

A Madame le Professeur Florence Sabatier

Merci pour votre aide précieuse dans ce travail ainsi que dans nos autres projets en commun.
Les travaux menés par votre équipe sont tous passionnants et pleins d’avenir et je suis honorée
d’avoir pu faire partie de I’un d’eux. Je vous suis reconnaissante pour votre disponibilité et vos
remarques toujours pertinentes.



A mes ainés, par ordre chronologique,

Au Docteur Laure Allali, la tornade blonde pleine de dynamisme, de patience et de
bienveillance. Je te suis infiniment reconnaissante de m’avoir permise de débuter mon internat
dans des conditions idylliques. A 1’arrivée de chaque nouvel interne, j’ai une pensée pour toi et
me rappelle la chance que j’ai eue de commencer I’aventure en bindme a tes cotés.

Aux Docteurs Renaud Derkenne, Olivier Coulet et Michel Gal : merci pour les moments
partagés a 1’hopital de Laveran a 1’occasion de quelques blocs, toujours dans la bonne humeur
propre a cette equipe.

Au Docteur Pierre Haen : les quelques semaines passées en maxillo a tes cotés auraient bien
pu me pousser au remord tant vous aviez su rendre cette discipline attractive ! Savoir opérer
c’est bien, dans le rire ¢’est encore mieux donc merci de cumuler tout cela.

Au Docteur Marion Montava : ta motivation est sans limite et est récompensée puisque
désormais 1’otoneurologie n’a plus de secret pour toi. Merci de nous avoir fait bénéficier de tes
connaissances en otologie au fil des stages.

Au Docteur Arnaud Deveze: chirurgien passionneé et passionnant, ce fut un plaisir
d’apprendre a tes cotés. Merci également de m’avoir fait découvrir le génial festival de Lama !

Au Docteur Renaud Meller : incarnation du calme et de la gentillesse, mieux que le Feng shui
et la méditation, merci de créer lors de chacun de tes blocs un havre de paix et de réassurance.

Au Docteur Michael Collin : j’ai été autant marquée par ton aisance chirurgicale que par ton
humour incomparable (je garde encore en mémoire I’indication du garrot sur le crane pour
juguler un AVC hémorragique !).

Au Docteur Maya Elziere : ton expertise en matiére de vertiges est sans pareil et j’ai
énormément appris a tes c6tés durant mon stage d’explorations fonctionnelles. Merci d’avoir
rendu ce symptdme un peu moins obscur a mes yeux et bravo pour I’empathie sans limite que
tu témoignes a tes patients.

Au Docteur Mélanie Sanjuan : merci pour ta participation dans notre apprentissage de
I’otologie.

Au Docteur Aude Lagier : merci de m’avoir initiée aux joies de la laryngo-phoniatrie, pour ta
disponibilité sans pareil et ton énorme investissement dans notre apprentissage de I’anatomie
ORL (quelle chance d’avoir eu des cours privés par une anatomiste, et ce jusqu’a minuit a la
veille des examens !). Ton départ est une grande perte pour nous mais je suis ravie que tu
t’épanouisses en Belgique.

Au Docteur Daniele Robert : référence en phoniatrie bien au-dela de la cité phocéenne, je
mesure la chance d’avoir pu bénéficier de votre savoir au fil des consultations, cours et
radiocinémas. Ces 6 derniers mois m’ont énormément appris tant sur le plan théorique que
pratique et je vous en remercie trés sincérement. J’espeére pouvoir un jour approcher I’ampleur
de votre savoir tout en possedant la gentillesse et I’humilité qui vous caractérisent.



Au Docteur Laure Santini : la reine des potins mais surtout une vraie mére pour nous ! Les
stages en cancérologie ne sont pas toujours faciles mais ton rire et ton sourire parviennent a
rendre la vie plus rose au quotidien. Désolée d’avoir contribué au développement de ton
addiction au google agenda...

Aux Docteurs Arnaud Paganelli, Michaél Achache et Anthony Loth : merci pour votre
écoute attentive lors des gardes partagées ensemble. Quel dommage de ne pas avoir été votre
interne : il parait que ca valait le coup !

Au Docteur Carole Guerin : merci d’avoir su créer pour nous un petit cocon rassurant au sein
de la chirurgie endocrinienne. Ta gentillesse, ton dynamisme et ta disponibilité sont
remarquables.

Au Docteur Pierre Campan : merci d’avoir fait travailler notre dextérité au bloc et lors de
I’organisation de sessions de simulation de ccelioscopies. VVotre maitrise incroyable des sutures
en ccelioscopie est un modele vers lequel j’espere tendre pour mes futures microchirurgies
laryngées.

Aux Docteurs Cinzia Paladino, Eveline Slotema, Bruno Berthet et Laurence Nobili : merci
pour votre enseignement de la chirurgie endocrinienne et bariatrique dont j’ai tiré des legons
qui me sont utiles au quotidien.

Au Docteur Martin Penicaud : les sessions de dermatochirurgie en ta compagnie étaient un
petit bonheur et ta maitrise des lambeaux de toutes sortes ne cesse de nous impressionner
(presque autant que ta maitrise de 1’art du GIF !). Merci d’étre d’accord pour que 1’on fasse
chez toi I’after de notre thése ;-)

Au Docteur Daniel Korchia : vous étes maitre dans 1’art de la mise en confiance. Merci de
toujours nous inciter a penser que 1’on agit / opére / injecte au mieux. Merci également pour
m’avoir enseigné 1’art de I’injection de toxine botulique, méme si j’ai encore tant a apprendre
dans ce domaine.

Au Docteur Claire Le Treut : tu as su développer au sein de ’hépital Nord un lieu édulcoré
qui s’approche du paradis. Aucun doute : tout enfant qui passera entre tes mains sera
définitivement réconcilie avec les blouses blanches.

Au Docteur Anne Farinetti : les patients et leurs parents t’adorent et on comprend pourquoi,
tu es un modéle de douceur a leur égard que I’on se doit de suivre.

Au Docteur Eric Moreddu : merci de m’avoir initiée a la chirurgie ORL pédiatrique si variée,
d’avoir contribu¢ a ma culture politique et surtout pour cet humour dont toi seul est capable
(jai quelques magnifiques exemples en téte mais je me dois de les censurer !).

Au Docteur Adel Charfeddine : depuis que je t’ai rencontré ma vie a changé, je ne mange
plus que du chocolat noir 85% ! Mon foie ne te remercie pas mais moi oui pour ta gentillesse
sans égal et tes manies nutritives trés instructives !



Au Docteur Florent Salburgo : tu es un puits de science incroyable et je suis ravie que tu aies
choisi Avignon pour t’installer car je suis désormais tranquille pour la sant¢ ORL de ma famille
sur les 30 années a venir : je ne peux pas leur souhaiter meilleur médecin que toi, si brillant,
adorable, humble, humain et j’en passe. Merci pour eux !

Au Docteur Laurent Jaloux : Big L, une des plus belles personnes qu’il m’ait été donné de
cotoyer durant mon internat. Tu es I’incarnation de la bonté et de la générosité. Toujours
souriant, toujours avenant, a I’aise au bloc comme sur le dancefloor : merci d’exister ! (Et j’ai
bien retenu ma lecon : « les nerfs c'est comme les dauphins : il faut jamais arréter de les
arroser » ).

Au Docteur Dominique Esteve : merci de vous étre penché avec intérét sur mon cas de
myoclonie afin d’avoir enfin pu 1’objectiver !

Au Docteur Carole Boulze : Pittboulze pour les intimes, le croisement entre un nounours et
un viking : une volonté de fer mélée a une bienveillance infinie. Comment aurait-on survécu
sans toi ?!

Aux Docteurs Baptiste Bertrand et Cécile Philandrianos pour leur réle indispensable dans
la réalisation de ce travail : pas de plasticien, pas de fraction a injecter !



A mes co-internes et au personnel paramédical et administratif,

Maxime (coucou !) : best co-interne ever, je n’aurais pas pu tomber sur un meilleur binéme
pour débuter I’internat. Ta gentillesse, tes petites attentions, tes encouragements et ce petit grain
de folie qui est tien ont largement contribué au paradis qu’était ce stage a Laveran. Les soirées
avec ton acolyte Stéphane ont laisse des souvenirs gravés aussi : vos petits vont se régaler avec
des papas pareils !

Thomas : ton apparente nonchalance cache un bourreau de travail incroyable. Méme ma
tournée de 200 euros de biere ne pourrait pas venir a bout d’une telle volonté ! Bravo pour tout
ce travail fourni et pour ton sens inégalé de I’esthétisme en photo comme en rhino.

Mathilde : I’incarnation de la douceur, brillante mais sans s’en rendre compte : ces 6 mois a
tes cotés étaient un réel plaisir.

Djamel : ohhhhh DjaDja je pourrais écrire une page entiére a ton sujet ! Aussi drole que fada,
tu as su rythmer les 5 semestres passés ensemble par ton humour fin et ta descente progressive
vers la folie. Toi seul as su pénétrer mon esprit rigide et le suivre tout au long de sa mue. Tu
¢tais 1a pour me soutenir quand mes adipocs sont revenus positifs ou encore quand j’ai
découvert en chambre un patient décédé depuis plusieurs jours (ceci est faux je vous rassure !),
quand je me suis fais stromale et quand ma mére avait besoin d’une nasofibro! Tu es
irremplagable 1! <3

Damien : attention je détiens sur mon ordinateur I’enregistrement de ton album de reprises avec
Djamel ! (merci de m’avoir permis d’assister a I’enregistrement dans le studio)

Valentin et Lysa : ces 6 mois estivaux en votre compagnie a cheval entre une thyroide et un
estomac étaient un plaisir !

Pauline : pétillante est effectivement un adjectif qui te va parfaitement : tu es littéralement
radieuse, une source ambulante d’énergie !

Angela : j’espére que ton installation se passe a merveille, avec un cabinet plein de patients
recrutes directement a la télévision !

Samy : il est loin le temps des Beaux-Arts ou on faisait ensemble des sculptures a base de
disques durs externes !! 15 ans plus tard, toi seul as gardé un sens de I’art et du dessin : continue
parce que tu as vraiment du talent !

Marie-Eva : incroyable cette petite escapade corse partagée ensemble, on n’était vraiment pas
a plaindre sur ce coup !

Cyrine : un exemple de force mentale, je suis tellement admirative du sourire que tu ne perdais
jamais malgré les difficultés. C’est toujours un plaisir de découvrir des photos de toi et tes filles
: j’espere que vous profitez a fond désormais !



A I’équipe de choc d’otologie : ce qui est dans 'attique reste dans 1'attique surtout si c’est tres,
tres, TRES grave (atchique, atchique, aie aie aie) : Jade (la sportive de 1’extréme capable de
s’envoyer en 1’air plusieurs fois d’affilée sans faiblir), Justine (Juju la balance qui a su percer
a la fois les secrets de la mastoide et de la French), Amine (notre réaminateur de garde a qui
aucune cougar ne résiste), Franck (I’homme le plus drole de I’APHM qui publiera bientdt un
score permettant de prédire le degré de pénibilité d’un patient hospitalis¢é ET une appli de
rencontre basée sur tes préférences en terme de dents).

Les survivors de la cancéro, Céline (mon petit R2D2 qui fait fondre les cceurs, mon sosie de
chevelure extréme au réveil) & Anne-Claire (c’est quoi la Vie ? ben c¢’est toi tout simplement,
tu rayonnes !) : on peut dire qu’on en a bavé cet été mais jamais aucune tension entre nous, que
de I’entraide et des rires pour passer outre la fatigue et le ras-le-bol. Vous étes au top !

Julie : je suis tellement contente de partager cette these avec toi !!!! (et tellement désolée d’en
avoir brievement douté : quelle idée !). Merci pour ce soutien mutuel pendant ces quelques mois
sous tension psychique ultime ;-) Vive notre négociation de maaaalade et hate de tester avec toi
cet atelier plancha - foie gras !!!

Cyrielle : Ca ne te dirait pas de rester a Marseille ?? Parce que tu vas trop nous manguer petit
écureuil !

Clemence : la fille qui laisse trainer des poireaux (non mais vous vous rendez compte des
poireaux !!!) dans la chambre de garde hahaha ! Heureusement que tu as choisi sinuso ce
semestre parce que c¢a aurait été une grosse perte de ne pas avoir la chance de mieux te
connaitre ©

Aux autres internes d’ORL pour tous les moments festifs partagés ensemble (autours d’un
terminal carte bleu, au Choco, sur la plage ou je ne sais ou encore) et pour I’entraide au
quotidien (« A vaincre sans péril on triomphe sans gloire » donc vive les consultations
d’urgence !!) : Pierre-Antoine (merci pour ton investissement au SAIHM), Vincent (merci
pour ton investissement a I’ASSOM dans le temps !), Astrid, Abdi (I’homme le plus gentil au
monde, tu es mon modéle de bonté, de générosité et aussi de maitrise de langues étrangéres !),
Laetitia (merci d’avoir pensé a nous pour nos siestes entre 2 urgences au BMT), Laura L.
(contente d’avoir lu ta thése en avant-premiere !) et Laura M. (préte a prendre le flambeau des
explos ?1), Matthieu (le Grand Frére), Marine (qui n’a presque pas changé depuis le lycée...
en échange d’un giteau a 1’ananas je suis préte a garder ces photos pour moi), Loraine (on
t’aime sans talons aiguilles !) Pauline P (trop contente que tu puisses rester parmi nous a
Marseille ©), Marie, Johanna, Antoine (la force tranquille, hate de godter ton cocktail au
sirop batterie), Léo, Eugénie, Guillaume, Jawad, Mehdi & Yoran, Sarah (dijonnaise mais
beaucoup plus douce que la moutarde).

Aux internes de maxillo : Hugo (tu es si beau, si brillant, si parfait : merci pour ces petits sms
d’encouragements "), Simon (pour les soirées mémorables aux 5.5!), Marc-Kevin &
Marcus (compagnons de galere avec Edeline dans la guerre des postes et des choix !).

A Charléene (vivement un petit repas ensemble, on a tellement de restos a tester encore !),
Soraya & Chloé (et les petits week-ends sympas partagés avec Eve), Romane (contente que



I’ORL se soit tout de méme un peu immiscée en toi par la porte des vertiges !), Mélanie
(I’ Autriche en ta compagnie c¢’était top mais on oublie le vin jeune fermenté hein !!).

A lateam DESIU en plus de Céline : Estelle (trop hate de pouvoir travailler au quotidien a tes
cOtés : je vais pouvoir cotoyer la Rolls-Royce des orthophonistes, qui manie aussi bien la paille
que le kite), Mélodie (quelle chance il a ce petit Augustin : sa warrior de maman est la seule a
maitriser tout autant Praat que le bistouri !), Marie-Anne (1’élégance a la frangaise, la classe
incarnée, bosseuse invétérée qui n’a peur de rien hormis une chose : choisir le mauvais plat sur
une carte de restaurant !). Ces week-ends de DESIU étaient un petit bonheur et j’attends avec
impatience de pouvoir en partager plein d’autres avec vous !

A I’équipe du service ORL de I’HIA Laveran, en particulier Marie-Claire et Isabelle, des
infirmieres en or qui m’ont aidée a mes débuts et énormément appris notamment en explorations
fonctionnelles.

A Mme Sylvie Desbois : vous parvenez a surmonter toutes les épreuves que I’APHM vous fait
traverser (et elles sont nombreuses et variées !), tout en restant disponible pour vos équipes.
Merci pour votre investissement sans limite, et pour votre réserve de bonbons qui matérialise
votre volonté de soutenir codte que codte vos collégues.

Aux équipes infirmiéres, AS et ASH des unités Nord et Est qui mettent chaque jour tout en
ceuvre pour prendre soin de patients et pathologies parfois éprouvants.

A I’équipe des secrétariats Conception et Timone Enfant notamment Anne-Marie, Karine,
Myriam et Laurie pour leur aide au quotidien.

A P’équipe des consultations de la Timone Enfant (merci pour votre aide dans le controle
des enfants agités !), de I’hépital Nord (merci pour votre disponibilité et votre gentillesse) et
de la Conception (qui bravent avec nous le danger des journées d’urgence) et en particulier
Mme Poggio et les infirmiéres motivées sans qui les sessions de laryngologie interventionnelle
ne seraient pas possibles (Aurélie, Christelle, Dominique, Jocelyne).

Aux équipes du bloc, anesthésistes et infirmiers, les anciens et la reléve, qui nous permettent
d’opérer en toute sérénité.

A nos orthophonistes hors pair dont 1’expérience et le savoir nous sont indispensables dans le
diagnostic et la prise en charge des patients de laryngo-phoniatrie : Joana, Camille, Marie-Do,
Christine, Marie-Alix & Sylvie. Un merci supplémentaire a Joana pour les séances de
coaching en tout genre !

A nos psychologues Frangoise et la reléve tout aussi formidable Samia ainsi que notre
assistante sociale Sylvie Gaudinat sur qui nos patients peuvent compter en toutes
circonstances.

A Laurence Demanze pour ces heures de travail sur le bilan fonctionnel des patients opéres de
neurinomes.



A Anthony Reyre & Arthur Varoquaux pour leurs réponses précises et pertinentes a nos tres
fréquentes sollicitations !

A P’équipe du Laboratoire de Culture et Thérapie Cellulaire, notamment Julie Véran et
Laurent Giraudo, pour leur énorme investissement dans le développement de la Fraction
Vasculaire Stromale et notamment dans les travaux cités ici, qui n’auraient pas pu avoir lieu
sans eux.

A TP’équipe du laboratoire UMR906 du Pr Dessein notamment Brice (mon sauveur!),
Nicolas, Majdi, Laurent, Anice, Laurie : merci pour ces quelques mois passés en votre
compagnie qui m’ont fait découvrir le monde de la génétique et de maniere plus général celui
de la recherche. Je vous dois I’obtention de mon master !

Aux audioprothésistes & co dont on apprécie particulierement la compagnie : Amaury (la
gentillesse et la tchatche incarnées, I’homme sur qui on peut compter en TOUTES
circonstances : mille mercis encore une fois!), Stéphane Corre (merci pour I’escapade
bretonne... en Corse!), Stéphane Rossetto (merci pour les bien sympathiques sessions
« d’activités extra-scolaires » !).

A tous ceux qui ont répondu présents pour nous aider a financer une soirée de thése a la hauteur
des invites !

A ceux que j’ai pu oublier, que j’espére rares.



A ma famille,

Vous me savez porteuse d’une mutation génétique familiale (probablement autosomique
dominante) rendant difficile I’expression de tout sentiment, qui plus est par écrit (1’alexithymie
porte bien son nom !). L’importance de I’événement me pousse ici a braver la pudeur qui nous
caractérise mais vous vous doutez que la longueur des paragraphes que je vous consacre n’est
en rien proportionnelle a I’amour que je vous porte. <3 <3 <3

A mes parents : je n’aurais jamais tenu jusqu’a ce jour fatidique sans votre soutien indéfectible
qui m’accompagne depuis toujours et la certitude de vous savoir préts a m’aider a tout heure de
la nuit et du jour. Merci d’avoir supporté et contré mes crises de nerfs en tout genre ; merci
d’avoir su me redonner la motivation de travailler quand le ras-le-bol pointait son nez. VVous
avez été décisif a chaque étape de ces longues études : les textes a réciter, les relectures de
chaque papier, a chaque examen un petit message envoyé. Et puis au quotidien : les appels pour
s’assurer que tout va bien, les lettres pleines de bétises pour me changer les idées en P1, le frigo
rempli incognito pour que je ne manque de rien, des restos, des cinés et des voyages pour se
changer les idées, votre fierté sans cesse repétée. Que demander de plus !

A Johanna : ma sceur, ma psy, mon double (exception faite de la choco / trypo / tyrophobie
bien sar). Impossible de résumer en quelques lignes la place gue tu tiens dans ma vie et le réle
gue tu as joué tout au long de ces longues dernieres années. Tu as €té la coloc révee : pour tes
punchlines inégalées, les traditionnels « surprise Jojo » inscrits sur la liste de courses, les repas
dans le « petit salon » que 1’on a partagés, ta téte passée a travers la porte de ta chambre pour
vérifier que tout allait bien a chaque retour de soirée. Merci de m’avoir si souvent revigorée,
réconfortée, remotivée. Merci aussi de m’avoir offert le moment de joie le plus intense de ma
vie le jour ou la fac s’est rendu compte de la perte que ce serait pour la profession des sages-
femmes de ne pas t’accepter (-1000 sur I’échelle Papille morte mais +1000 sur celle du Poudlard
Express tellement ce moment était fou fou !). Mille Houhou au meilleur des hiboux !

A Florian : merci d’avoir intégré le clan Mattei et d’avoir choisi d’assurer sa longévité au fil
des années ! Toi aussi tu avais participé au bon déroulement de cette décennie de dur labeur en
bravant régulierement la terrible Marseille pour nous y apporter ta bonne humeur. Ta maitrise
du glougloutement montre a quel point tu mérites ta place dans la team !

A Maminounette (1) : merci pour m’offrir réguliérement un havre de paix I’espace d’un week-
end ou soupe et babybels rechargent en clin d’ceil les batteries ! Tu as été a mes cotés chaque
jour grace a tout I’équipement que tu m’avais transmis lors de mon arrivée a Marseille, chaque
garde grace a ces petites piéces qui me payent mon godter, chaque gala grace aux magnifiques
robes que tu m’as confectionné. Que de bonnes actions en toute discrétion !

A mes autres grands-parents qui suivent de loin I’événement : Pépé, Mamo, Pierre. Je pense a
Vous qui manquez aujourd’hui au premier rang.



A mon oncle et ma tante : vous m’offrez aussi depuis toujours un soutien inestimable et une
direction vers laquelle je peux sans hésiter me tourner en cas de nécessité. Merci pour les
moments de réconfort parfois, de bonheur toujours, partagés a I’occasion d’un restaurant, d’un
golter & base de madeleines maison ou d’une soirée dans votre petit cocon coloré marseillais.
Merci aussi de ne pas renoncer a enrichir ma culture artistique : je vous dois les rares fois ou
j’ai pu suivre une discussion ayant trait aux arts avec M. Giovanni !

Une pensée aussi pour certaines personnes de contrées plus ou moins éloignées qui ne peuvent
pas étre la aujourd’hui mais avec qui j’aurais trés volontiers trinqué : Michele & Antoine
Tramini, Steph.

Et aussi a Sherkan, Miha, Spock, Patate et Calypso pour leurs ronrons tant appréciés en
période de stress !



A mes ami(e)s,

Je vais tenter 1’ordre chronologique mais cela devient de plus en plus difficile puisque les
années passées ensemble ne tiennent plus sur les doigts des mains et que bient6t I’emploi de
Carbone 14 deviendra nécessaire pour dater le début de certaines amitiés.

Peu importe la date de votre entrée dans ma vie, je vous suis infiniment reconnaissante de
constituer a vous tous I’amarre qui m’empéche de dériver en cas de tempéte et surtout la source
de tant de joies et de fous rires partages ensemble. Le temps défile trop vite pour que je puisse
profiter de votre compagnie autant que j’aimerais mais sachez que méme si mes silences sont
parfois longs, I’affection que je vous porte, elle, résonne en moi sans jamais se taire. J’espere
donc continuer a compter les années en votre compagnie pendant encore des décennies !

Mary-Lou : toi qui me supporte depuis la période du Jurassique, merci de ne pas changer au
fil des années, de garder ton franc-parler et ton humour Iégerement sarcastique tant apprécie.
Tu pourras vérifier mais normalement aucun « faillu » ne s’est glissé dans cette thése !
Vivement le prochain week-end ski... sans ski (ou plage sans baignade pour changer ?) avec
Matthieu, Tara, Anais, Morgan etttttttt surtout Baptiste !!! (enfin s’il rentre dans son maillot
taille 5 ans cet été ).

Nielsounet : aprés tout le collége et tout le lycée passés a tes cotés voila 10 ans que tu me
prépares progressivement au grand déménagement qui arrive, I’occasion pour toi et la superbe
Rosie d’enfin se poser un peu prés de ces proches. Mais je suis rassurée pour 2 raisons : 1/ tu
ne pourras pas aller plus loin de moi que ¢a ; 2/ peu importe les contrées que tu étais en train de
visiter, tu n’as jamais réussi a me semer trés longtemps donc commence a chercher une chambre
d’amis pour moi en Nouvelle-Zélande !

Julia : par ou commencer ?? Tu es une fille en or, la générosité incarnée, la reine du remontage
de moral express, un exemple d’empathie qui semble vouer sa vie au bonheur d’autrui. Méme
apres tant d’années tu arrives encore a me surprendre par tes incroyables petites attentions du
quotidien : qui d’autre serait capable de rentrer chez moi par effraction pour y déposer des
crépes maison ? ou de m’envoyer par courrier des petits échantillons de thé pour me relaxer ?
Mila a décroché le jackpot avec toi et Vincent pour parents, sans parler de tous vos futurs petits
patients qui auront avec vous affaire a la creme de la creme des soignants.

Philippe : toujours en toute discrétion tu es parvenu d’une part a décorer en une nuit mon
appartement d’étoiles scintillantes, et d’autre part & illuminer des années d’amitié par ta
présence et tes blagues tordantes. Je te dédie I’illustration de ma thése, en souvenir d’autres
dessins tout aussi explicites tracés par tes soins, que je garde précieusement en souvenir du bon
vieux temps ! (Et sinon on se fait bientdt un escape game ?)

Manue : la femme parfaite, aussi belle qu’intelligente, aussi douce que dréle : j’ai une chance
incroyable de t’avoir a mes cotés depuis tant d’années. Merci d’étre toujours une oreille
attentive (et aussi pour ce best-of d’humour noire en images qui reste un de mes plus géniaux
cadeaux d’anniversaire !). Vivement le mois de juillet pour féter ton union avec Robin, un
homme extra dont le rire communicatif rivalise avec le tien.



Loic : tu n’imagines pas a quel point ta présence ce soir m’émeut, que tu sois la aujourd’hui est
tout simplement le plus cadeau dont je pouvais réver. Alors ce soir trinquons a ce rendez-vous
que tu ne pouvais en aucun cas manquer et la prochaine fois qu’on lévera nos verres ce sera,
j’en suis stre, pour féter un autre bel événement né de cette galére passée : la création d’une
super entreprise qui va tout casser !

Pierrick : personne ne mérite plus que toi cette spécialité d’urgentiste pour laquelle tu t’es tant
battu : le parcours était semé d’embiiches mais tu as su toutes les contourner et on reconnait
bien Ia notre Pierrick que rien ne peut arréter. Tu nous manques dans le Sud mais I’air des
montagnes te va a ravir donc on est prét a se sacrifier pour le bonheur de I’ours des montagnes,
qui a trouvé le moyen de vivre ses passions au sein de son métier.

Tiphaine : rares sont ceux qui ont eu autant accés que toi au cheminement de mes pensées
durant ces dix derniéres années, d’ou ta place si particuliére, et souvent incomprise, a mes cotés
malgré les évenements de vie traversés. Pendant que de mon c6té 1’externat puis 1’internat
défilés, j’ai pu assister a 1’éclosion de la personne que tu es désormais, celle qui depuis toujours
existait mais était cachée derriere un masque de pudeur et de timidité que peu avait réussi a
percer. En tout cas moi je n’ai jamais douté de tes capacités de super kiné ! Merci enfin pour
toutes les fins de soirées qui sont remplies depuis des années par ta minutieuse sélection
littéraire qui va encore m’occuper quelques temps !

Laura : il s’en est passé des choses depuis notre premiére venue a Marseille avec ton papa pour
découvrir Alphaprépa ! Merci pour tous ces fous rires, en particulier pendant les confs, qui ont
permis de rendre ces moments plus agréables que prévus (et ce malgré mes sautes d’humeur
liées a la consommation de papier !). Tu as su renverser les clichés inhérents a la cardiologie
car nous ne sommes pas dupes face a ton apparente naiveté qui cache, on le sait, une femme
extrémement brillante mais d’une profonde modestie. Clément (I’homme qui nous donnerait
envie de retourner au collége pour suivre ses cours de SVT !) et tes patients ont énormément de
chance de t’avoir.

PS : J’espere que mon cadeau de thése consiste en une privatisation d’un Castorama... !

Mouchoux (désolée méme ici je ne vais pas arriver a t’appeler Guillaume !) : hate d’étre en
juillet pour revoir ’homme le plus intelligent que je connais, qui cumule les langues étrangeres
comme les diplémes sans jamais se pavaner.

Julien : quel dommage que I’on n’ait pas pu faire dans la méme ville ce parcours du combattant.
Ceci dit on aurait peut-étre été trop dissipés, occupés a faire de petits dessins plutdt qu’a écouter
les profs parler ! J’espére pouvoir te rendre bientot visite dans ta ville adoptive de Perpignans.

William : j’admire la volonté dont tu as fait preuve pour devenir kiné. Mais finalement ¢a valait
le coup de t’expatrier puisque ¢a t’aura permis de rencontrer par la suite ta dulcinée ©

Camille : aussi performante en triathlon qu’en consultation, les Fuxéens seront trés chanceux
si Teddy et toi décidez de leur offrir ’opportunité d’étre soignés par un magnifique couple
d’aventuriers.



Flo : je repense au nombre incalculable de moments passés dans ton appartement de Timone
Park pour une session de Mario Kart ou de jeux télévisés, pour partager un plateau télé, élaborer
un déguisement de soirée ou un plan diabolique de redécoration du hall d’entrée, ou bien juste
pour papoter. Merci d’avoir toujours répondu présent a mes appels, parfois paniqués. Jeanne
et la petite Anaé ont un homme en or a leurs cotes.

Francois : ta pudeur et ta discrétion cachent un homme au grand cceur et c’est une chance
d’avoir pu profiter de ta compagnie notamment lors des folles années Timone Park, pendant
mes quelques escapades a Paris ou encore a I’occasion d’évenements importants ou tu nous fais
souvent 1’agréable surprise d’étre présent. J’espere que 1’0n pourra bientt bénéficier de ton
retour dans le Sud !

Marion & Vincent : I’une maitrise la pharmacopée et I’organisation des déjeuners et soirées,
I’autre la musique, la moto et la coco rapée. Merci de me donner un modele du couple
exemplaire que rien ne semble pouvoir séparer !

Mathilde : tu es une personne exceptionnelle que j’admire pour de multiples raisons. Ton
parcours professionnel de Taiwan au Belize est incroyable et pourtant c’est en toute humilité
que tu nous fais partager au gres de tes splendides photos ces années passées a voyager. Sport,
musique, dessin : tu es une touche-a-tout avec qui il semble impossible de s’ennuyer ! Merci de
consacrer autant d’énergie a la sauvegarde de notre planete : quand de mon coté je réve a des
idéaux écolo, toi tu ne te contentes pas d’y penser, tu les crée.

Eve : un coup de mou pointe son nez et je n’ai qu’a repenser a nos petits plats dégustés devant
un incroyable coucher de soleil sur la mer de Tioman pour étre immédiatement reboostée !
Merci pour tous ces supers moments passés ensemble a 1’étranger, pour m’avoir fait braver ma
peur de I’eau et de ’anglais. J’¢étais triste de te voir partir a Grenoble mais finalement nos soirées
passées au resto ou au téléphone a débriefer n’ont pas été sacrifiées pour autant et je suis donc
ravie de continuer a profiter de I’amiti¢ de la fille géniale que tu es.

Magali : ¢’était déja incroyable de t’imaginer avec ton vélo, ta corde ou ton piolet gravir les
montagnes ou rouler dans la pampa tout en te consacrant a 200% a tes patients. Mais avec
I’arrivée de la petite beauté Margaux, Théo et toi passez carrément au statut de warriors,
capables de cumuler toutes les activités ! Je ne désespére quand méme pas de pouvoir un jour
ouvrir une chocolaterie - patisserie avec toi ™.

Morgane : ton départ en Suisse m’avait d’abord interloquée et attristée mais je comprends
désormais mieux ce choix qui te permet de t’épanouir dans ta spécialité et suis donc finalement
admirative de ta volonté de fer et du courage dont tu as fait preuve pour mener a bien ce beau
projet. Nul doute qu’Hervé a de la chance d’avoir a ses cotés une femme épatante qui assume
ses choix et va au bout de ses idées : ce doit étre la part de Corse en toi ;-)

<3<3<3
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I. Revue de lalittérature - Thérapie Cellulaire et Cordes Vocales cicatricielles
(Article 1)

Cet article a été publié dans la revue des Annales Francgaises d’Oto-Rhino-Laryngologie
et de pathologie cervico-faciale. Sa référence bibliographique est la suivante : Mattei A,
Magalon J, Bertrand B, Philandrianos C, Veran J, Giovanni A. Cell therapy and vocal fold
scarring. Eur Ann Otorhinolaryngol Head Neck Dis. 2017;134(5):339-345. doi:
10.1016/j.anorl.2017.06.006
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B. Résumé

La microstructure des cordes vocales est complexe et peut étre altérée par une
microchirurgie laryngée. On peut alors observer un état cicatriciel n’autorisant plus le
découplage mécanique entre épithélium et muscle, responsable de difficultés vibratoires a
I’origine d’une dysphonie invalidante. Les possibilités thérapeutiques actuelles sont réduites et
souvent inefficaces sur la vibration : elles n’apportent qu’un effet volumateur limitant la fuite

glottique.



L’objectif de cette revue de la littérature était double : 1) décrire 1’état actuel de la
littérature quant a I’intérét de la thérapie cellulaire dans la prise en charge des cordes vocales
cicatricielles ; ii) analyser 1’intérét thérapeutique de la fraction vasculaire stromale d’origine
adipeuse parmi I’arsenal thérapeutique préexistant.

Notre recherche sur PubMed® en septembre 2016 a référencé les articles originaux de
langue anglaise ou frangaise traitant de 1’usage des cellules souches dans la prise en charge des
cordes vocales cicatricielles. Vingt-sept articles publiés entre 2003 et 2016 répondaient aux
criteres de sélection. Les cellules souches mésenchymateuses étaient les plus utilisées,
majoritairement extraites de la moelle osseuse ou du tissu adipeux. Quatre études étaient
réalisées in vitro sur fibroblastes et dix-huit in vivo chez 1’animal. Les critéres d’évaluation
étaient : i) I’analyse de la cicatrisation (morphologie macroscopique et microscopique,
propriétés viscoélastiques, matrice extracellulaire, fibroblastes) ; ii) I’évaluation de la survie et
différenciation des cellules souches.

Ces ¢tudes démontrent ’action bénéfique des cellules souches mésenchymateuses,
notamment d’origine adipeuse. Par ailleurs, la fraction vasculaire stromale possede des
propriétés qui pourraient permettre d’améliorer ces résultats, en facilitant la logistique de

production.

C. Mots clés

Cellules souches d’origine adipeuse, Cellules souches mésenchymateuses, Corde

vocale, Fibrose, Cicatrice.

D. Introduction

La micro-structure des cordes vocales (CV) [1] est complexe, particulierement du fait de
son organisation feuilletée. Selon la théorie du body-cover d’Hirano [2], 1a CV se compose d’une
couche supérieure composée de 1’épithélium, la membrane basale et la partie superficielle de la
lamina propria (« cover ») et d’une couche inférieure composée de la partie profonde de la lamina
propria et du muscle thyro-aryténoidien («body »), les 2 étant séparées par la couche
intermédiaire de la lamina propria. Cette architecture spécifique permet a ces deux unités
fonctionnelles de vibrer indéependamment. Elle est présente a la partie moyenne des CV, les zones

antérieure et postérieure, siege des maculae flavae, présentant une architecture différente qui joue



un role d’amortisseur. Les proportions des composants de la matrice extracellulaire (MEC) et
leur organisation déterminent en grande partie les propriétés biomécaniques des CV. La couche
superficielle de la lamina propria est composée principalement de matériel amorphe pauvre en
fibres de collagéne et d’¢lastine. La couche intermédiaire contient plus de fibres élastiques et la
couche profonde plus de fibres collagéniques.

Dans les suites d’une microchirurgie laryngée, on peut parfois observer un état cicatriciel
de la CV secondaire a une disparition partielle de la lamina propria dont la partie superficielle
et/ou intermédiaire est remplacée par du tissu fibreux. Cette modification tissulaire empéche le
découplage mécanique entre épithélium et muscle, entrainant ainsi une difficulté vibratoire [1].
Un tissu cicatriciel peut également étre présent sans cause iatrogéne, de maniere congénitale, ou
plus souvent acquise, par un mécanisme s'apparentant aux vergetures cutanées ou résultant de
traumatismes ou de phénomeénes inflammatoires chroniques.

Cette cicatrisation pathologique comprend trois étapes [3] : une phase inflammatoire, une
phase proliférative et une phase de remodelage. La premiére phase fait intervenir des facteurs
inflammatoires tels que I’Interleukine 1B ou le TNFa, synthétisés 4 a 8 heures apres la blessure.
Puis il existe une augmentation de I’expression de la Hyaluronan Synthase 1 et 2, du Procollagene
| et Ill, de la Cyclo-oxygénase 2. Un recrutement cellulaire massif s’en suit, concernant
majoritairement des cellules aux caractéristiques fibroblastiques et provenant des maculae flavae
ou de tissus a distance tels que la moelle osseuse. Leur densité est maximale aux 5°™ - 7¢™ jours
mais elles échouent parfois a restaurer ad integrum la CV [1]. Il existe alors une différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes, une désorganisation des faisceaux de collagene et d'élastine
qui perdent leur parallélisme, une diminution de la densité en élastine, en acide hyaluronique
(AH), en fibromoduline et en decorine, un remplacement du collagéne de type Il de fin calibre
par du collagene de type | et une augmentation de la densité en fibronectine [1]. Il s’y associe
fréguemment une perte de volume avec insuffisance glottique.

Les conséquences vocales de ces situations sont un handicap pour les patients, en
particulier pour les professionnels de la communication. Or les possibilités thérapeutiques
actuelles sont réduites, la haute complexité de la micro-structure des CV participant a la difficulté
de trouver un traitement efficace. La résection des tissus fibreux a des résultats souvent décevants
en raison d’une possible ré-adhésion. L'injection d’acide hyaluronique a montré des effets
positifs sur la viscoélasticité a court terme mais sa durabilité tissulaire est limitée [4,5]. Les
matériaux autologues (essentiellement graisse et fascia) ont l'avantage d'une excellente
biocompatibilité : la graisse est facile a prélever et bien tolérée mais le tissu graisseux injecté

selon la technique de Coleman peut se resorber. Ces techniques ne permettent pas de restaurer la



souplesse de la partie vibrante de la CV et n’ont d’intérét que pour redonner du « volume » en
cas de fuite glottique.

La reconstitution d’un plan de glissement peut étre envisagée par des approches de
thérapie cellulaire consistant a injecter des cellules souches dans la CV. Une recherche
bibliographique sur PubMed Central® effectuée en septembre 2016 et référencant les articles en
langue anglaise ou francaise traitant de 1’effet des cellules souches au niveau laryngé comptait
27 articles publiés entre 2003 et 2016. Les mots-clés utilisés étaient : « fibrosis », « stem cells »,
« adipose-derived stem cells », « mesenchymal stem cells », «scarred vocal folds », «vocal
cords », « cicatrix », « tissue engineering ». Les articles traitant de 1’utilisation de produits pro-
régénératifs acellulaires étaient exclus ainsi que ceux traitant de 1’utilisation de la thérapie
cellulaire au niveau laryngé pour des pathologies autres que les CV cicatricielles. Seuls les
articles originaux décrivant un protocole expérimental ont été retenus : les revues de la littérature

n’étaient pas inclues.

L’objectif de cette revue est double :

- décrire I’avancée des travaux de thérapie cellulaire dans la prise en charge des cordes
vocales cicatricielles ;

- analyser ’intérét thérapeutique de la fraction vasculaire stromale (FVS) du tissu adipeux

par rapport aux autres produits de thérapie cellulaire.

E. Discussion

1) Les cellules souches mésenchymateuses : une option de choix dans le

traitement des cordes vocales cicatricielles

La présence de cellules souches mésenchymateuses a été rapportée dans de nombreux
tissus chez 1’adulte. Ce sont des cellules multipotentes, donc capable de générer différents
tissus issus d’un méme feuillet embryonnaire. D’abord isolées dans la moelle osseuse [6], le
terme de cellules souches mésenchymateuses (CSM) a été employé pour la premiere fois en
1990 en relation avec le mésenchyme, dérivé du mésoderme, un des 3 feuillets embryonnaires
dont est issue la moelle osseuse.

Dans notre revue de la littérature, les cellules souches utilisées étaient majoritairement
des CSM, provenant de deux sources principales. Dans 13 cas étaient utilisées des CSM issues

de la moelle osseuse (BM-MSC, Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells). Dans 14 autres cas,



les CSM provenaient de tissu adipeux (ADSC, Adipose Derived Stem Cells). Ce tissu est
disponible par simple lipoaspiration dans des volumes importants : son préléevement est donc
moins contraignant et moins invasif pour le donneur. Les CSM y sont environ 8 fois plus
nombreuses que dans la moelle osseuse (de I’ordre de 5000/mL versus 600/mL) [7]. Deux
études ont comparé les BM-MSC et les ADSC [8, 9]. Dans deux cas, une lignée de cellules
souches embryonnaires (CSE) était utilisée [10,11]. Plus originale, une étude utilisait des CSM
prélevées au niveau de 1’épiglotte d’un chien [12]. En effet, les cordes vocales renferment des
CSM (« stellate cells »), en particulier au niveau des maculae flavae [1]. Les auteurs ont émis
I’hypothése que ces cellules étaient également présentes au niveau de 1’épiglotte qui a pour
avantage d’offrir une surface de prélévement supérieure aux CV.

Parmi les 27 études, quatre ont été réalisées exclusivement in vitro (Tableaul). Elles
portaient sur I’effet des CSM sur des fibroblastes de CV d’origine animale ou humaine. Les 23
autres études comportaient une part d’expérimentation in vivo avec injection de cellules
souches au niveau des CV (Tableau2). Celles-ci portaient exclusivement sur le petit animal
(souris, rat) et le gros animal (lapin, chien), aucune injection n’ayant pour I’instant ét¢ réalisée

chez ’homme.

a) Expérimentation in vitro

Kumai [13,14] a montré que les fibroblastes cicatriciels produisaient plus de collagéne
et proliféraient plus vite que les fibroblastes normaux. 1l a ensuite montré que ces fibroblastes,
mis en co-culture avec des ADSC, proliféraient moins, et exprimaient moins I’a-SMA (Smooth
Muscle Actin), marqueur de différenciation en myofibroblaste. Ils produisaient une MEC
contenant moins de collagene mais plus d’acide hyaluronique (AH) et d’Hépatocyte Growth
Factor (HGF). La neutralisation de I’HGF inhibait 1’effet des ADSC sur la production de
collagéne, confirmant ainsi les propriétés antifibrotiques connus de I’HGF. Son r6le au niveau
laryngé a en effet déja été étudié dans plusieurs études [15,16]. Chen et Thibeault [17] ont placé
en co-culture des fibroblastes de CV, saines ou cicatricielles, avec des BM-MSC associées a un
hydrogel d’AH. Ces derniéres inhibaient la prolifération des fibroblastes sans changement de
morphologie ou viabilité. L’étude du transcriptome confirmait I’augmentation de 1’expression
du gene de I’HGF ainsi que celui du VEGF. A I’inverse de Kumai, Chen et al. Ont retrouvé une
augmentation de la production de collagéne | en présence de BM-MSC. Hiwatashi et al. [18]
ont étudié I’implication de la voie du TGFp1 en réalisant des co-cultures de fibroblastes de CV
normales et d’ADSC ou BM-MSC, en présence ou non de TGFp1.



Tableau 1. Caractéristiques des études réalisées in vitro.

Auteur Type étude Source CSM - Type CSM Source Type Matériel associé aux Délai entre Durée de Propriétés de la  Prolifération Transcriptome  Survie
fibroblastes  fAbroblastes  CSM blessure et co-culture MEC différenciation des CSM
recueil fibroblastes
fibroblastes
Kumai[13] Vitro Furet ADSC Furet o 2z 1a7j X X
cicatricielles
et OV
normales
Kumai [14] Vitro Furet ADSC Furet o b 2z Gj X X
cicatricielles
Chen [17] Vitro Humain BM-MSC Humain o Acide hyaluronigue DM 7] X X X X
cicatricielles
et OV
normales
Hiwatashi[18] Vitro Rat ADSC/BM- Rat WV normales  + TCFE1 GaZ24h X X
MSC

ADSC ;- adipose dertved stem cells ; BM-MSC ; bone marrow mesenchymal stem cells ; CSM ; cellules souches mésenchymateuses ; OV - corde vocale ; MEC ; matrice extracellulaire,

# +neutralisation du HGF ; b ; heures, j ; jour{s), 5 : semaine(s) ; DM ; donnée manquante,



Tableau 2. Caractéristiques des études réalisées in vivo.

Auteur Type Animal  Effectif Type Cellules Matériel Injection Délai Délai entre  Morphologie Propriétés Propriétés de  Prolifération/  Survie
étude imjecté greffe injectées Ass0CIE aux contrile entre injectionet  CWh Visco- la différenciation des
sM blessure  sacrifice élastiques®  MECH fibroblastes®  CSME
et injection

Hiwatashi [8] Vivo Rat Allo ADSCBM-MSC MaCl 2m 143m 1 o

Hiwatashi [9] Vivo Chien 18 Auto ADEC + 2m 1a6m 1 1 Tm:1
BM-MSC Atelocollagéne Gm:0

Cedervall [ 10] Vivo Lapin 11 Xéno CSE MaCl 0j 1m 1 1{51%)

Svensson [11] Vivo Lapin 14 Xéno CSE MaCl 0j Gsaim 1 1 Gs:1

Im:0

Peng [12] Vivo Chien 14 Allo L-M5SC Collagéne 0j 2a8s 1 1

Svensson [19] Vivo Lapin 12 Xéno BM-MSC MaCl Os 10s 1 1 0

Svensson [20] Vivo Lapin 11 Xéno BM-MSC MaCl 0j im 1 1 0

xu21] Vivo Lapin Auto ADSC Collagene ou AH  Collagéne/AH/0 0] 15ja12m 1 L]

Kim [22] Vivo Lapin 40 Xéno ADSC + Hydrogel Hydrogel/NaCl 0] 1a3m 1 1 1 1

alginate et AH

Kwon [23] Vivo Lapin 10 Auto ADSC AH+HGF AH 0j gs 1 1

Lee |24] Vivo Chien 10 Auto ADSC Atélocollagéne Atelocollagéne —4j 2a2s 1 1

Kanemaru [25] Vivo Chien B Auto BM-MSC Atelocollagéne Atelocollagéne —4j Zm 1 L]

Shiba |2G] Vivo Lapin B Allo ADSC Fibrin hydrogel 0j 43 NE

Ohno [27] Vivo Chien 12 Auto BM-MSC Atélocollagéne Atelocollagéne 0] Gm 1 1

Johnson [28] Vivo Rat 18 Xéno BM-MSC + MEC MECMNaCl 1m 1m 0 0 1

Choi [29] Vivo Lapin 24 Xéno BM-MSC =+ Gel porcin Gel porcin 0j Bs 1 1 1 1

Angelou [30] Vivo Lapin 74 Allo ADSC AH 18m im 1 1

Bonnecaze [31] Vivo Lapin 20 Auto ADSC MaCl 0j Gs 1 1 ME

Hong |33] Vivo Lapin 12 Xéno ADSC MaCl 0j 43125 1 1 1

Kim [24] Vivo Lapin Xéno BM-MSC MaCl 0j 143m 1 1 1 1

Hertegard [35] Vivo Lapin 10 Xéno BM-MSC 0j 43 45 1 1 1{0,18 %)

Kanemaru [36] Vivo Rat Xéno BM-MSC 0j s

Hu [37] Vivo Chien 17 Auto ADSCa Fibroblastesde 7 15ja12m

v

ADSC : adipose derived stem cells ; BM-MSC ; bone marow mesenchymal stem cells ; CSM © cellules souches mésenchymateuses ; CSE : cellules souches embryonnaires ; L-MSC ; laryngeal mesenchymal stem cells ; OV ; corde vocale ;
MEC : matrice extracellulaire ; AH : acide hyaluronigue ; j ; jour{s) ; s : semaine(s) ; m : mois ; NE : non évaluable,
2 Plus ou moins prédifféerenciées,
b 1 ; amélioration ; 0 ; pas de changement,
© 1 survie [pourcentage de survie); 0 : pas de survie,



En effet, cette cytokine joue un rdle majeur dans la cascade inflammatoire causée par la
blessure d’'une CV. Dans cette ¢tude, les CSM semblaient réguler la composition de la MEC
(notamment par une diminution des collagéne | et I11) et inhiber la voie du TGFp1 ainsi que la

différenciation en myofibroblastes (diminution de I’a-SMA).

b) Expérimentation in vivo

La majorité des études précliniques in vivo (Tableau2) correspondait a des xénogreffes
de cellules souches (11 études) d’origine humaine (moelle osseuse ou embryon), de souris ou
de lapins (moelle osseuse). Certaines ¢études rapportaient [’utilisation de protocoles
d’immunosuppresseurs type tacrolimus pour éviter un rejet [10,11,19,20]. Plus rarement les
études évaluaient I’autogreffe (8 études) ou encore ’allogreffe de cellules souches d’un autre
individu de la méme espece (4 études). Plusieurs études utilisaient des produits de la bio-
ingénierie pour potentialiser les effets des CSM ou permettre une meilleure survie de celles-ci :
des hydrogels (collagéne, atélocollageéne, fibrine, AH, plus ou moins associés [21-26]), des
éponge d’atélocollagéne [9,27], une matrice extracellulaire synthétique [28] ou encore un gel
acellulaire issu de sous-muqueuse jéjunale porcine [29]. Une étude associait de ’HGF aux CSM
[23]. Une seule équipe administrait lors de chaque intervention une injection d’antibiotiques
associes a des corticoides [30].

Le modéle animal était globalement similaire dans chaque étude : réalisation d’une
cicatrice au niveau d’une ou des 2 CV jusqu’au muscle thyro-aryténoidien avec laser,
¢électrocautérisation ou instruments froids. Seule I’étude de Bonnecaze [31] comportait une
cervicotomie avec laryngotomie médiane. L’injection dans la CV des cellules (conditionnées
ou non) ou d’une solution controle ¢était le plus souvent réalisée immédiatement apres blessure.
Pour certaines études le délai entre la blessure et 1’injection était plus long : de 4 jours jusqu’a
18 mois pour I’étude d’Angelou [30]. Ce dernier modéle correspondait ainsi plus a la pratique
clinique chez I’homme ou le traitement d’'une CV cicatricielle ne doit étre envisagé qu’au
minimum 6 mois apres chirurgie [32]. Dans 2 études, I’injection était réalisée 4 jours avant
réalisation de la cicatrice, a titre préventif [24,25]. Si les cellules étaient associées a une éponge
d’atélocollagene, I’injection était alors remplacée par une incision de la CV avec mise en place
de I’éponge au sein d’une logette sous-épithéliale [9,27]. Le délai entre I’injection et

I’endoscopie et / ou I’euthanasie était en revanche tres variable, entre 2 semaines et 12 mois.

10



Les objectifs de 1’analyse étaient :

- d’¢évaluer les effets de 1’injection de CSM sur la cicatrisation par étude macroscopique
et microscopique des cordes vocales, étude des propriétés viscoélastiques, de la matrice
extracellulaire, des fibroblastes (prolifération, différenciation, survie) ;

- d’étudier la survie et la différenciation des cellules injectées, marquées par une molécule

immunofluorescente.

Concernant la morphologie des CV, Peng [12] a étudié I’effet de 1’allogreffe de CSM
d’épiglotte chez des chiens. A 2 semaines, celles-Ci permettaient une cicatrisation avec
diminution du tissu granulomateux, de I’inflammation et de la fibrose. A 4 et 8 semaines, les
CV traitées étaient moins atrophiques et moins cicatricielles. Des résultats similaires étaient
observés a 8 semaines pour Choi et Kanemaru [25,29] (avec des BM-MSC conditionnées ou
non dans un gel de sous-muqueuse jéjunale de porc) et Kwon [23] (avec des ADSC associées
a de ’AH + HGF), a 12 semaines pour Hong, Kim ou Angelou [30,33,34] et a 24 semaines
pour Lee [24] (CSM seules).

Concernant les propriétés viscoélastiques, plusieurs parametres étaient utilisés. La
viscosité dynamique analyse la résistance d’un matériel a un flux de cisaillement ; le module
d’¢élasticit¢ (module de Young) analyse la raideur d’un matériel dans un flux. La
vidéokymographie repose sur I'analyse du déplacement d'un point de la CV gréace a une caméra
ultrarapide. L'étude qualitative des kymogrammes est basée sur I'observation de la symétrie
droite-gauche, les phases d'ouverture et de fermeture, la périodicité, I'amplitude, la différence
de phase. Svensson et al. [11,19,20] et Cedervall et al. [10] retrouvaient des résultats similaires
entre les CV normales et celles traitées par CSM / CSE, tous deux meilleurs que ceux des CV
blessées non injectées. lls étudiaient notamment la viscosité dynamique ou le module
d’¢lasticité. Le module d’élasticité était également amélioré avec CSM dans 1’étude de
Hertegard et al. [35]. Dans 1’étude de Kim et al. [22], les modules d’élasticité et de viscosité
gétaient significativement améliorés avec les CSM associées a un hydrogel mais la
vidéokymographie n’était en revanche pas modifiée. Choi et al. [29] ont retrouvé une
amélioration de I’amplitude de vibration en vidéokymographie avec les CSM a condition
qu’elles soient associées a une MEC d’origine porcine. Hiwatashi a étudié 3 parameétres :

- la pression sous-glottique au seuil phonatoire (pression sous-glottiqgue minimum pour
initier la vibration des CV) ;
- Damplitude de la vibration muqueuse ;

- lataille de la fente glottique.
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Ces 3 ¢éléments €taient améliorés par 1’injection de CSM, qu’ils s’agissent de BM-MSC
ou d’ADSC [9]. De Bonnecaze a mesuré la fréquence fondamentale de ses larynx excisés placés
dans un agitateur électrodynamique, celle-ci permettant de caractériser les propriétés
biomécaniques du tissu [31]. La diminution de la fréquence était significativement moindre en
cas d’injection d’ADSC mais de maniere peu pertinente (en moyenne 212 Hz pour les CV
normales, 100 Hz pour les CV cicatricielles et 120 Hz pour les CV cicatricielles injectées).
Ohno et al. [27] ont retrouvé des propriétés viscoélastiques améliorées par des BM-MSC
associees a une éponge de collagéne. L’amélioration de ces propriétés permet de faire
I’hypothése d’une amélioration de la dysphonie chez ’homme dans les suites de I’injection de

CSM dans des CV cicatricielles.

Concernant les propriétés de la MEC, Peng et al [12] retrouvaient apres injection de
CSM épiglottiques, une diminution du collagéne et de la fibronectine et une augmentation de
I’AH et de 1’élastine. De maniére similaire, de nombreuses autres études retrouvaient une
réduction du collagéne de type I [9-11,18-20,22,30,31,33,35], une augmentation de I’AH [18],
ou de I’élastine [31]. Kim et al. retrouvaient a 1 mois une diminution de la fibronectine et du
TGFB1, et a 3 mois une augmentation des glycosaminoglycanes [34]. Une diminution de
1’épaisseur de la lamina propria apres injection était également retrouvée dans plusieurs études
[11,19,20,30,31]. De Bonnecaze et al. [31] montraient la diminution du nombre de cellules
inflammatoires de fagon significative aprés injection d’ADSC. Johnson et al. [28] ont étudié
I’effet de I’injection de BM-MSC et/ou de MEC synthétique, sans pouvoir conclure sur la
préparation a privilégier, celle-ci variant selon 1’élément de la MEC étudié. L’ajout d’hydrogel
d’alginate et d’AH ne modifiait pas ’amélioration obtenue grace aux ADSC dans 1’étude de
Kim et al. [22]. La matrice de collagéne utilisée par Xu en association avec des ADSC donnait
aussi des résultats ambigus avec, a 40 jours, d’une part un collagéne augmenté et désorganisé
ainsi qu’une augmentation de la fibronectine et d’autre part une augmentation de I’AH, le taux
de ces protéines se normalisant ensuite a 12 mois [20]. En revanche, en associant ses BM-MSC
aune MEC d’origine porcine, Choi améliorait I’effet des BM-MSC sur la syntheése d’AH et sur
I’inhibition de la synthése de collagene. Il utilisait un index de cicatrice en calculant le ratio
entre réfringence rouge (fibres épaisses) et réfringence verte (fibres fines). Les BM-MSC + gel
avaient le score le plus bas (1,22) comparées aux BM-MSC seules (1,82) ou au gel seul (2,91)
[29]. De méme, les BM-MSC utilisées en association a une éponge d’atélocollagéne par Ohno
avait un resultat favorable en augmentant I’AH et diminuant le collagéne [27]. Les résultats de
I’é¢tude de Shiba réalisée avec des ADSC [26] sont peu informatifs car les CV cicatricielles

injectées étaient comparées a des CV normales. Concernant les fibroblastes, leur prolifération,
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différenciation ou apoptose n’étaient pas modifi¢es dans 1’é¢tude de Johnson, seule étude in vivo

étudiant leur devenir [28].

La survie des cellules souches était variable selon les études mais les résultats cliniques
étaient constants, par le biais des molécules synthétisées ou des effets induits sur les
fibroblastes. Pour Svensson et al., la survie des CSM était de 5.1% a 1 mois et nulle a 10
semaines [19,20]. Dans une autre étude avec des CSE, des cellules étaient retrouvées chez 4
des 6 CV injectées a 6 semaines puis disparaissaient complétement a 3 mois [11]. Pour
Hertegard et al., la survie était de 0.18% a 1 mois [35]. Hong et al. détectaient encore des ADSC
chez 4 de ces 12 lapins a 12 semaines [33]. Pour Kim et al., des BM-MSC survivaient a 1 mois
mais pas a 3 mois [34] et pour Hiwatashi, des BM-MSC ou ADSC étaient retrouvées a 1 mois
mais pas a 6 mois [9]. De plus celles-ci n’étaient jamais détectées au niveau de la CV contro-
latérale ni au niveau du muscle sous-jacent. Pour Lee et al., des ADSC étaient retrouvées a 8
semaines mais pas a 24 semaines [24]. De méme pour Kanemaru : a 8 semaines, les BM-MSC
implantées étaient vivantes et exprimaient la kératine et la desmine, marqueurs de tissus
épithélial et musculaire [36]. Dans les études de Johnson et Kim [22,28], la survie n’était pas
améliorée par 1’ajout respectif de MEC synthétique ou d’hydrogel d’alginate/AH. En revanche,
Choi et al. augmentaient la survie de ces BM-MSC par le biais de sa MEC d’origine porcine
[29].

Hu et al. ont comparé ’efficacité de I’injection d’ADSC prédifférenciées ou non en
myofibroblates a I’injection de fibroblastes de CV [37]. Sur la morphologie des CV et la
sécrétion de collagéne, les ADSC donnaient de meilleures résultats que les fibroblastes qu’elles
soient ou non prédifférenciées. Le résultat était en revanche meilleur si les ADSC étaient
prédifférenciées pour la production d’élastine. Les trois préparations avaient des résultats
similaires sur la production d’AH, de decorine et de fibronectine. Hiwatashi a compare 1’effet
des ADSC et des BM-MSC [8]. Dans une premiére étude en 2014, les bénéfices étaient
similaires pour le collagene, I’AH, le VEGF, les MMP 1 et 8 et le Procollagéne de type I. Les
ADSC augmentaient plus le Fibroblast Growth Factor (FGF), ’'HGF et la Hyaluronan Synthase
(reflet de la production d’AH). Les BM-MSC augmentaient plus le Procollagene de type IlI.
Aucune CSM ne survivait a 1 mois. La balance semblait donc pencher en faveur des ADSC.
Dans une seconde étude en 2015, les CSM étaient associées a une éponge d’atélocollagéne. Les
bénéfices étaient comparables quant aux analyses visco-élastiques mais 1’amélioration des

propriétés de la MEC était supérieure avec les ADSC.
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Ces articles ont montré un effet bénéfique des CSM sur la cicatrisation des CV par
différents mécanismes d’action. Leur obtention nécessite toutefois une étape de culture,
complexe a mettre en ceuvre. La FVS posséde des propriétés qui pourraient permettre

d’améliorer encore ces résultats tout en offrant une logistique plus simple.

2) Caracteéristiques et valeur ajoutée de la fraction vasculaire stromale

L'injection de tissu adipeux autologue est pratiquée depuis longtemps en chirurgie
réparatrice selon la technique de Coleman pour favoriser la revascularisation des greffes et la
reconstruction des tissus mous, sans risque de rejet. La graisse permet un effet volumateur mais
aussi un effet trophique, par I’action des adipocytes matures mais surtout celle de cellules
souches et de cellules progénitrices présentes dans la FVS.

En pratique, aprés une lipoaspiration, le tissu graisseux est lavé puis traité avec une
enzyme (collagénase) afin de séparer les adipocytes et la FVS (manuellement ou a ’aide
d’automates). Cette derniére est alors récupérée par centrifugation. Parfois appelées ADRC
pour Adipose Derived Regenerative Cells, il s’agit d’une population hétérogéne de cellules
composée de CSM, fibroblastes, leucocytes, progéniteurs et cellules endothéliales, péricytes
(Tableau 3, Fig. 1). L’IFATS (International Federation of Adipose Therapeutics and Science)
et 'ISCT (International Society for Cellular Therapy) ont élaboré des recommandations
permettant une caractérisation précise des différents éléments de la FVS [38]. Les CSM peuvent
étre isolées et mises en culture avant 1’ajout éventuel de facteurs spécifiques pour favoriser une
voie de différenciation. La FVS constitue également une option thérapeutique en devenir,

pouvant étre injectée sans étape de mise en culture.

Tableau 3. Caractéristiques des Adipose-Derived Stem Cells et de la Fraction Vasculaire
Stromale.

Fraction Vasculaire Stromale Adipose-Derived
Stem Cells
Population cellulaire Hétérogene (effet synergique) Homogéne
Délai de préparation Quelques heures 2 a 3 semaines
Etape de culture Non Oui
Type d’utilisation Autologue Autologue ou Allogénique
Nombre de cellules Imprévisible Prévisible
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Figure 1. Etapes d’obtention de la FVS et des Adipose Derived Stem Cells.
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Le degré d’hétérogénéité de la FVS dépend du site du prélévement et du procédé de
digestion enzymatique utilisé [38]. Dans 1’étude d’Astor et al. [39] chez le chien, les ADSC
représentaient 17 + 3.2% des cellules de la FVS [8]. Plusieurs facteurs influengaient le
pourcentage d’ADSC viables par gramme : celui-ci était plus élevé dans la graisse de la paroi
thoracique dorsale et du pli inguinal comparée a la graisse du ligament falciforme. Il était

également supérieur chez les chiens jeunes (1% quartile de vie).

D’un point de vue réglementaire, les ADSC et la FVS sont considérées par 1’ Agence
Européenne du Médicament comme des médicaments de thérapie innovante car ils répondent
au moins a I’une des conditions suivantes :

o les cellules ou tissus ont été soumis a une manipulation substantielle, de facon a obtenir
des caractéristiques biologiques, des fonctions physiologiques ou des propriétés
structurelles utiles a la régénération, a la réparation ou au remplacement recherchés ;

e les cellules ou les tissus ne sont pas destinés a étre utilisés pour la (les) méme(s)

fonction(s) essentielle(s) chez le receveur et chez le donneur.
Elles font a ce titre I’objet d’une réglementation européenne extrémement stricte, ne

peuvent étre produites que dans des centres autorisés et pour I’instant uniquement dans le cadre

d’essais cliniques.
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L’utilisation de la FVS dans son intégralité permet de combiner les propriétés
complémentaires de ses différents composants (réparation/régénération, immunomodulation,
actions anti-inflammatoire et pro angiogénique) pour une cicatrisation optimisée. De nombreux
modeles expérimentaux, chez 1’animal ou chez I’homme, ont ainsi montré des résultats trés
encourageants sur de nombreuses pathologies notamment a composante vasculaire et/ou
dysimmunitaire : ischémie des membres inférieurs [40] ou cardiaque [41], sclérodermie [42],
maladie du greffon contre 1’hote [43], gonarthrose [44], etc. L’absence d’étape de culture avant
I’injection de la FVS permet d’accélérer le processus de fabrication avec possibilité de
prélévement et d’injection la méme journée. L’injection est autologue, ce qui limite les risques
infectieux et les réactions immunes par 1’hote qui peuvent avoir lieu en cas d’allogreffe. Cela
évite également les modifications induites par les cultures dans 1’expression de certains
marqueurs de surface par rapport a leur état natif. Aprés plusieurs passages de culture on
observe par exemple sur les CSM une perte de 1’expression de CD34 et 1’acquisition du
marqueur a-SMA. Or ces 2 marqueurs ont un role essentiel dans le processus de cicatrisation.
Dans la phase initiale d’inflammation les cellules CD34+ s’activent, changeant de forme et de
taille. Dans la phase angiogénique, elles proliférent et commencent a exprimer I’a-SMA. Dans
la phase de granulation, des macrophages sont recrutés, I’expression de CD34 diminue et

I’expression d’a-SMA augmente (signe de différenciation en myofibroblastes) [45].

La FVS présente de plus une certaine facilité d’utilisation de par sa fluidité qui la rend

plus facilement injectable que la graisse préparée selon la technique de Coleman.

Enfin, la sécurité d’utilisation de la FVS chez I’homme a déja été étudiée dans plusieurs
études notamment celle de Granel étudiant I’injection de FVS dans les doigts de 12 patients
atteints de sclérodermie systémique. Aucun effet secondaire grave n’était survenu. Seuls quatre
effets secondaires mineurs liés a la procédure et non a la FVS elle-mé&me étaient a noter : deux
ecchymoses abdominales liées a la lipoaspiration, une douleur transitoire sur un pouce et des
paresthésies transitoires au niveau d’un doigt [46]. Dans cet essai, des résultats particuliérement
prometteurs ont été décrits dans la fibrose cutanée mais ceux-ci ne sont que partiellement
extrapolables aux CV car les fibroblastes, la matrice extracellulaire (MEC) et les facteurs de

croissance y sont différents de ceux de la peau ou encore de la muqueuse orale.

La FVS n’a jamais fait ’objet d’une expérimentation chez I’animal ou chez I’homme

au niveau laryngé. Si les propriétés pressenties de la FVS étaient confirmées, cela laisserait
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envisager de nombreuses autres applications au sein de notre specialité, attrayantes pour de

jeunes chercheurs en quéte de traitements innovants.

F. Conclusion

Les données de la littérature et les premiers résultats expérimentaux et cliniques
montrent que 'utilisation de la FVS du tissu adipeux semble étre une option thérapeutique
envisageable dans les lésions cicatricielles des cordes vocales. En effet les bénéfices des ADSC
sont déja prouvés mais des études complémentaires seraient nécessaires pour étudier, au sein

de cordes vocales cicatricielles, la valeur ajoutée de la FVS.
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Résultats de I’essai clinique CELLCORDES - Premiere injection chez
I'homme de fraction vasculaire stromale autologue d’origine adipeuse dans
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B. Résumeé

Introduction : Les patients présentant des cordes vocales cicatricielles, qu'elles soient
d’origine congenitale ou apres phonochirurgie, présentent souvent une dysphonie ayant un

impact négatif majeur sur leur vie quotidienne et dont le traitement est difficile. La fraction
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vasculaire stromale (FVS) autologue d’origine adipeuse est de plus en plus reconnue comme
une source facilement accessible de cellules aux propriétés angiogéniques, anti-inflammatoires,
immunomodulatrices et régénératrices. Notre objectif était d’évaluer la faisabilité, la sécurité,
latolérance et I'efficacité potentielle des injections locales de FVS autologue d’origine adipeuse

chez des patients présentant des cordes vocales cicatricielles.

Méthodes et Résultats : Cet essai pilote de phase | était une étude prospective, ouverte,

non contr6lée et monocentrique, avec un suivi de 12 mois aupres de 8 patients (7 femmes et 1
homme) présentant une dysphonie sévére due a des cordes vocales cicatricielles (Voice
Handicap Index [VHI] > 60/120). La FVS était préparée et injectée dans une ou deux cordes
vocales. Le critere de jugement principal était la faisabilité, le nombre et la gravité des effets
indésirables liés au traitement & base de FVS. Les criteres d'évaluation secondaires étaient les
modifications du bilan vocal, de la vidéolaryngostroboscopie et de l'auto-évaluation de la
dysphonie et de la qualité de vie, a 1, 6 et 12 mois apres injection.

La sécurité et la faisabilité étaient évidentes puisque ne sont survenus que des
événements indésirables liés a la liposuccion et a I’injection de FVS qui étaient prévus et se
sont résolus spontanément pour la plupart. Un patient a nécessité des massages par un
Kinésithérapeute pour drainer un hématome au niveau des zones de liposuccion et un autre s'est
plaint d’une géne esthétique liée & un défect adipeux au niveau du site de liposuccion. A 12
mois, le VHI était amélioré chez tous les patients, avec une amélioration moyenne par rapport
aux valeurs initiales de 40,1 + 21,5 points (p = 0,012). Sept patients ont été considérés comme
répondeurs soit une amélioration > 18 points correspondant a la différence minimale
cliniquement pertinente pour le VHI. Une tendance a I'amélioration de la raucité de la voix dans
I'analyse perceptive a également été observeée.

Les principales limites étaient celles d'une étude pilote (nombre limité de patients,
différentes étiologies de cordes vocales cicatricielles impliquées, essai ouvert sans groupe

témoin).

Conclusions : Cette étude valide la sécurité de l'injection autologue de FVS d’origine
adipeuse dans les cordes vocales cicatricielles et suggere une efficacité potentielle qui devra
étre confirmée par la reéalisation d'un essai clinique randomise, versus placebo, sur une
population plus importante.

L'étude est enregistrée sur ClinicalTrials.gov (NCT02622464).
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C. Abréviations

ADSC (Adipose-Derived Stem Cells) : cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse.
CFU-F (Colony Forming Unit-Fibroblastic) : test étudiant le pouvoir clonogénique de
différentes cellules. Chaque colonie cellulaire formée dérive d’une seule cellule initiatrice
appelée CFU-F.

CSM (Cellules Souches / Stromales Mésenchymateuses) : cellules pluripotentes capables de
générer différents tissus du mésoderme.

DAB (Débit d’ Air Buccal) : mesure par un pneumotachographe du débit d’air moyen lors d’une
phonation soutenue pendant une durée confortable, a hauteur et intensité habituelles et suivant
une inspiration standard (cm3 / seconde).

FVS (Fraction Vasculaire Stromale) : apres liposuccion, le tissu adipeux est lavé et digéré avec
une enzyme, la collagénase, pour séparer les adipocytes de la FVS, manuellement ou a 1’aide
d’automates. Cette fraction aqueuse correspond a une population hétérogeéne de cellules
comprenant des ADSC, des fibroblastes, des leucocytes, des cellules et progeéniteurs
endotheéliaux et des péricytes.

MedDRA: Medical Dictionary for Regulatory Activities.

PSG (Pression Sous-Glottique estimée au seuil phonatoire) : pression sous-glottique minimale
nécessaire pour initier et maintenir la vibration des cordes vocales (hectopascals).

TMP (Temps Maximum de Phonation) : consiste en la réalisation d’une voyelle /a:/ tenue le
plus longtemps possible, apres une inspiration maximale et & une hauteur et une intensité
confortable et spontanée (secondes).

VHI (Voice Handicap Index) : questionnaire d’auto-évaluation utilisé pour évaluer le ressenti

du patient quant a I’impact de sa dysphonie sur ces activités quotidiennes.

D. Introduction

La microstructure des cordes vocales est complexe [1,2], notamment du fait de son
organisation feuilletée. Les proportions et I'organisation des différents composants de la matrice
extracellulaire dans chaque couche déterminent en grande partie les propriétés mécaniques des
cordes vocales. Aprés une intervention de phonochirurgie, on observe parfois des cordes
vocales cicatricielles dues a la disparition partielle de la lamina propria (sous-mugueuse), la
couche superficielle et / ou intermédiaire étant remplacée(s) par du tissu fibreux. Le découplage

meécanique de I'épithélium et du muscle n’est plus possible et la vibration des cordes vocales
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est altérée. Cela s'accompagne souvent d'une perte de volume a ’origine d’une insuffisance
glottique. Un tissu cicatriciel peut également étre retrouvé sans étiologie iatrogene, d’origine
congénitale (sulcus) ou plus souvent acquise via un mécanisme similaire a celui des vergetures
cutanées ou a la suite de traumatismes ou de phénomeénes inflammatoires chroniques.

L'impact vocal de telles cicatrices peut étre handicapant, en particulier pour les
professionnels de la communication. Ces patients présentent généralement une dysphonie
ancienne, une perte de contréle vocal, une fatigue vocale, une voix soufflée, souvent trop aigué
et instable.

Les options thérapeutiques actuelles sont limitées, en grande partie du fait de la
complexité de la micro-structure des cordes vocales [1]. Dans les cas ou le probléme
prédominant est I’insuffisance glottique, les procédures de médialisation se sont révélées
efficaces [1,3]. Lorsque la rigidité est la caractéristique principale, d’autres techniques ont déja
été décrites (résection de cicatrice, microlambeau [4], acide hyaluronique [5,6]...) mais sont
souvent décevantes, surtout a long terme [7-9], et peuvent parfois aggraver la situation en
conduisant & des cicatrices supplémentaires. Ainsi, I'identification de stratégies innovantes
susceptibles d'améliorer les propriétés mécaniques vibratoires des cordes vocales reste un defi
clinique important [1,3].

La fraction vasculaire stromale (FVS) autologue d’origine adipeuse correspond a une
population hétérogéne de cellules comprenant des cellules souches / stromales
mésenchymateuses (CSM), des fibroblastes, des leucocytes, des cellules et progéniteurs
endothéliaux et des péricytes [10]. Elle est de plus en plus reconnue comme une source
facilement accessible de cellules présentant des propriétés angiogéniques, anti-inflammatoires,
immunomodulatrices et régénératrices [11]. Des études pré-cliniques et cliniques récentes ont
également confirmé le potentiel antifibrotique de la FVS, principalement attribué aux CSM.

Plusieurs études pré-cliniques ont montré que les cellules souches dérivées du tissu
adipeux (Adipose-Derived Stem Cells, ADSC) pouvaient avoir un impact sur les processus
physiopathologiques sous-jacents a la formation des cicatrices des cordes vocales. La co-culture
d’ADSC avec des fibroblastes issus de tissu cicatriciel entrainait une diminution de leur
prolifération, une expression réduite de I’a-Smooth Muscle Actin (marqueur de la
différenciation en myofibroblastes) et la production d'une matrice extracellulaire avec moins de
collagene et plus d'acide hyaluronique [12,13]. Des études in vivo portant sur des cordes vocales
cicatricielles (aprés création d’une cicatrice par laser, électro-cautérisation ou instruments
froids) dans lesquelles étaient injectées des ADSC immédiatement aprés blessure ou aprés un

intervalle plus long (de 4 jours a 18 mois) ont montré des améliorations significatives lors du
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suivi allant de 2 a 12 mois [14], a la fois sur les aspects macroscopiques et histologiques des
cordes vocales [15-24] et sur leurs propriétés viscoélastiques [16,18,22,25].

Notre hypothése est que I’utilisation de la FVS dans sa totalité pourrait avoir des
avantages importants par rapport aux ADSC seules. En effet, celle-ci pourrait permettre
d’optimiser le processus de guérison en combinant les propriétés complémentaires de ses
différents composants : réparation / régénération des tissus, immunomodulation et action anti-
inflammatoire et pro-angiogénique. En termes de logistique, la fabrication de la FVS est plus
simple et évite la nécessité d’une étape de culture cellulaire. De plus, I'innocuité et I'efficacité
des cellules de la FVS ont déja été examinées dans diverses pathologies, notamment celles
comportant des composantes vasculaires ou immunitaires telles que la cicatrisation des brdlures
[26], I'ischémie des membres inférieurs [27], I'infarctus du myocarde [28], la maladie du greffon
contre 1’h6te [29], la sclérodermie systémique [30].

Cependant, I’extrapolation aux cordes vocales des bénéfices déja prouvés de la FVS doit
étre prudente car les acteurs du processus de cicatrisation (fibroblastes, composants de la
matrice extracellulaire, facteurs de croissance etc.) y différent de ceux de la peau ou de la
muqueuse buccale [31]. Néanmoins, les résultats observés chez le premier patient traité [32]

nous ont encourageés a inclure et suivre un plus grand nombre de patients.

Le but de cette étude était d’évaluer la faisabilité et la sécurité des injections locales de
FVS autologue d’origine adipeuse, et de fournir une évaluation préliminaire de son efficacité
en tant que stratégie thérapeutique innovante pour les patients présentant des cordes vocales

cicatricielles.

E. Méthodes

1) Conception de I'étude et critéres d'éligibilité

Il s'agissait d'une étude de phase I, prospective, ouverte, non-contrélée, monocentrique,
visant & évaluer la faisabilité et la sécurité de la FVS autologue d’origine adipeuse injectée
localement dans des cordes vocales cicatricielles (ClinicalTrials.gov, numéro NCT02622464).
Huit patients présentant des cordes vocales cicatricielles ont été inclus entre avril 2016 et juin
2017 (Figure 1). Quatre de ces patients avaient déja été pris en charge chirurgicalement pour
ces cordes vocales cicatricielles, sans amélioration notable (résection de cicatrice (n = 4) et

injection de corticostéroides (n = 1)). L'étude a été approuvée par I'Agence Nationale de
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Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) et par un comité d'éthique (CPP Sud
Méditerranée V, 21.04.2015). Elle a été menée conformément a la déclaration d'Helsinki. Tous
les patients ont donné leur consentement éclairé écrit pour participer a 1’essai et pour la
publication des détails de leur cas (comme indiqué dans le formulaire de consentement PLOS).
Un comité de surveillance a examiné et évalué les données d’étude accumulées concernant la

sécurité, la conduite de I’étude et le suivi des participants.

Figure 1. Diagramme de flux CONSORT pour les essais cliniques de phase I, ouverts, non
contrélés.

[ Recrutement ] Evalués pour éligibilité (n=8)

Exclus (n=0)

+ Ne remplissaient pas les critéres d'inclusion (n=0)
+ Ont décliné I'offre de participation (n=0)

+ Autres raisons (n=0)

Pas de randomisation

¥
[ Allocation ] Assignés a l'intervention (n=8)
+ Ont recu l'intervention assignée (n=8)

« N'ont pas regu I'intervention allouée (n=0)

[ Suivi } Perdus de vue (n=0)

Arréts prématurés (n=0)

[ Analyse Analysés (n=8)

+ Exclus de 'analyse (n=0)

Tous les patients remplissaient les critéres d’inclusion et d’exclusion (listés dans le
Tableau 1).
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Tableau 1. Critéres d’inclusion et d’exclusion pour 1’essai Clinique CELLCORDES.

Critéres d’inclusion

- Affiliation a la sécurité sociale

- Signature du formulaire de consentement éclairé

- Difficultés vocales ressenties comme handicapantes (VHI > 60/120)

- Présence de Iésions cicatricielles des cordes vocales causées soit par la chirurgie initiale
soit par une pathologie congeénitale de type sulcus

- Aspect cicatriciel du tiers moyen des cordes vocales en stroboscopie

- Délai d’au moins 1 an par rapport a la chirurgie initiale le cas échéant

- Patients agés de 18 a 65 ans

- Bon état général, selon I’anamnése et I’examen clinique

- Test de grossesse négatif et méthode de contraception fiable pour les femmes en age de
procréer

Critéres d’exclusion

Spécifiques Non spécifiques

- Prise d’un médicament expérimental
dans les 3 mois

- Refus ou incapacité de respecter les
procédures de 1’étude

- Femmes enceintes ou allaitantes

- Personnes majeures protégées par la loi
(sous tutelle ou curatelle)

- Personnes séjournant dans un
établissement sanitaire ou social

- Mineurs

- Personnes non bénéficiaires d’un régime
de sécurité sociale

- Personnes privées de liberté ou détenues
- Personnes en situation d’urgence

- Refus de la rééducation orthophonique
- Patients opérés d’une Iésion maligne ou a
potentiel malin (dysplasie sévére) de la
corde vocale cicatricielle

- Contre-indication a 1’anesthésie

- Patients sous anti-coagulants

- Patients présentant des troubles de la
coagulation (TP <65%, TCK >1,2)

- Pathologies infectieuses actives

- Sérologies positives parmi VIH, VHC,
VHB, HTLV I et I, syphilis

- Patients nécessitant une
antibioprophylaxie per opératoire

2) Lipoaspiration et Préparation de la Fraction Vasculaire Stromale

La lipoaspiration était réalisee sous sédation consciente avec anesthésie locale. Elle était

réalisée avec une seringue de 10 ml en circuit fermé, a l'aide d'une canule Khouri de 3 mm et

d'un sac de prélevement de 500 ml. Au moins 100 ml de tissu adipeux étaient recueillis puis

immédiatement transportés dans l'unité de thérapie cellulaire agréée et transférés dans le

systéme Celution 800/CRS (Cytori Therapeutics Inc., San Diego, Californie, Etats-Unis). Le

tissu adipeux recueilli était alors lavé et digéré par une enzyme, la collagénase, pour obtenir la

FVS conformément a la réglementation européenne et aux bonnes pratiques de fabrication

(Good Manufacturing Practices, GMP) des «<médicaments de thérapie innovante». Les cellules

étaient concentrées, lavées, récuperées de maniére aseptique et remises en suspension dans 5
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ml de solution de Ringer Lactate a I’aide de réactifs de qualité GMP. Au moins un millilitre
était prelevé pour injection (en fonction du nombre de cordes vocales a traiter) et les cellules
restantes étaient utilisées pour les tests de stérilité et de caractérisation biologique. Le compte
du total des cellules nucléées viables et la viabilité cellulaire étaient déterminées en utilisant
I'appareil Nucleocounter NC100 (ChemoMetec, Danemark). Les sous-populations cellulaires
au sein de la FVS étaient identifiées par une analyse en cytométrie de flux (appareil Beckman
Navios) conformément aux directives de 1’International Federation of Adipose Therapeutics
and Science (IFATS) et de I’International Society for Cellular Therapy (ISCT) [33]. Un panel
de marqueurs incluant NucBlue comme marqueur de viabilité et des anticorps associés a un
fluorochrome dirigés contre des antigénes de surface cellulaire était utilisé : CD14-FITC,
CD90-FITC, CD146-PE, CD34-ECD, CD45-PC5. Des anticorps de controle isotypiques
étaient utilisés pour déterminer la fluorescence non spécifique. Les débris, les globules rouges
et les cellules mortes ont été exclus de I'analyse. La fréquence des ADSC était estimée a l'aide

du test clonogénique de formation de colonies fibroblastiques (CFU-F).

Au cours de la préparation de la FVS (4 heures), les patients étaient réveillés et

transportés vers la salle de réveil.

3) Protocole thérapeutique

La deuxiéme étape chirurgicale consistait en I’injection de FVS, sous anesthésie
générale (laryngoscopie directe en suspension). La suspension de FVS était injectée a 1’aide
d’une aiguille 14 G dans le tiers antérieur et / ou moyen d’une ou des deux cordes vocales
cicatricielles. Le tissu fibreux n’était pas réséqué afin d'éviter l'augmentation de l'atrophie

cordale. Toutes les injections de FVS ont été effectuées par un seul laryngologiste.

Les patients étaient autorisés a sortir de I'hdpital le soir méme (chirurgie ambulatoire)
ou le lendemain, avec une prescription de paracétamol 1 g 4 fois par jour pendant 7 jours en cas
de douleurs et d'amoxicilline - acide clavulanique 1 g 3 fois par jour pendant 2 jours (aprés
verification de l'absence d'allergie). Une rééducation orthophonique postopératoire standard

était prescrite apres la chirurgie.
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4) Evaluation clinique

Les critéres premiers de faisabilité et de sécurité étaient les suivants: i) au cours de la
chirurgie, la faisabilité d’une injection sous-épithéliale sans rupture épithéliale; ii) apres
I'injection, évaluation des effets indésirables potentiels au jour 7 ( 4 jours) et aux mois 1 (+ 7
jours), 6 (£ 30 jours) et 12 (+ 30 jours), conformément au dictionnaire médical MedDRA
(MedDRA version 21.0). Les criteres d'évaluation secondaire correspondaient a 1’évaluation de

I'efficacité a 1, 6 et 12 mois (a I'exception du SF36 évalué a 6 et 12 mois seulement).

Le bilan vocal comprenait : 1) I’auto-évaluation de la dysphonie a I’aide du Voice
Handicap Index (VHI) ; 2) I’auto-évaluation de la qualité de vie a lI'aide du score SF-36 (Short
Form Health Survey en 36 items) ; 3) la vidéolaryngostroboscopie permettant d'évaluer la
fermeture, la régularité et la vibration des cordes vocales (onde muqueuse) [34] ; 4) I’analyse
perceptive avec I'échelle GRB simplifiée dérivée de I'échelle GRBAS proposée par Hirano [35]
(G pour globale, R pour raucité, B pour « breathiness » soit « soufflée » en francais) ; 5)
I’analyse acoustique comprenant le rapport signal sur bruit (quantifie la partie apériodique du
signal vocal : plus il est élevé, meilleure est la qualité) et 1’étendue vocale (différence entre la
fréquence maximale et la fréquence minimale) ; 6) 1’analyse aérodynamique comprenant le
Temps Maximum de Phonation (TMP) et le Débit d’Air Buccal (DAB) qui permettent de
quantifier la fuite d’air glottique (si la fuite est importante, le TMP est court et le DAB élevé),
ainsi que la Pression Sous-Glottique estimée (PSG) au seuil phonatoire (pression sous-glottique

minimale nécessaire pour déclencher et maintenir la vibration des cordes vocales) [34].

Le Voice Handicap Index (VHI) est composé de 3 parties (E = sous-échelle
émotionnelle, F = sous-échelle fonctionnelle, P = sous-échelle physique), un score faible
indiquant la perception d’une voix de bonne qualité. Les patients étaient considérés comme
répondeurs aprés injection s'ils obtenaient la différence minimale cliniquement pertinente
(Minimal Clinically Important Difference, MCID) définie par Jacobson comme une

modification du score VHI total d'au moins 18 points [36].

Le SF36 est une échelle génerique de qualité de vie composée de 36 items décrivant huit
dimensions (fonctionnement physique, limitations liées aux problémes physiques, limitations
liées aux problemes émotionnels, vitalité, bien-étre émotionnel, fonctionnement sociale,
douleur physique et état géneral de santé percu) [37] ; et deux scores synthétiques : un score
physique (Physical Component Score, PCS) et un score mental (Mental Component Score,
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MCS) [38]. Chaque dimension varie de 0 a 100 : plus le score est éleve, meilleur est I'état de

santé percu.

Tous les enregistrements vidéolaryngoscopiques avant injection et a 12 mois de suivi
ont été analysés par le méme laryngologiste expérimenté, dans un ordre aléatoire et a I'aveugle.
Pour l'analyse perceptive, tous les enregistrements vocaux avant injection puis a 6 et 12 mois
de suivi ont été évalués par un jury composé de 3 orthophonistes expérimentées, dans un ordre

aléatoire et également a I'aveugle.

5) Analyses statistiques

Aucun calcul formel de la taille de I'échantillon n'avait été effectué. La taille de
I'échantillon a été fixée a 8 patients sur la base de considérations empiriques : étude pilote sans
hypothese formelle et testée sur le critére principal d'innocuité, situation clinique relativement

rare, taille d'échantillon habituelle des études sur les thérapies innovantes.

L'analyse de l'innocuité était descriptive et basee sur les événements indésirables
survenus en cours de traitement. Les événements indésirables ont été codés selon un
dictionnaire des effets indésirables établi et validé (Dictionnaire médical MedDRA version

21.0, www.meddra.org/).

Les données continues sont présentées sous forme de moyenne + écart type (ET), de
médiane et d’étendue (minimum - maximum). Les évaluations aux mois 1 (M1), 6 (M6) et 12
(M12) ont été comparées par rapport aux valeurs initiales a I'aide du test de Wilcoxon. Les
données dichotomiques ont été analysées a l'aide d'un test binomial. L’objectif principal de
I’étude étant la sécurité, les critéres d'efficacité ont été jugés comme exploratoires. Le calcul de
la p-value a été fait a 1’aide de tests nominales, une valeur de p < 0,05 (test bilatéral) a été
considéré comme significatif. Les résultats n'ont pas été corrigés pour les comparaisons
multiples. Les analyses statistiques ont été effectuées a lI'aide d'IBM SPSS Statistics (version
20.0).
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F. Résultats

1) Caractéristiques des patients et de la FVS

Les données démographiques des 8 patients et les doses de FVS injectées sont

présentées dans le Tableau 2. L'indice de masse corporelle (IMC) médian était de 25,6 (20,4 -

28,1). Le tissu adipeux a été prélevé au niveau abdominal chez 6 patients et au niveau des

cuisses chez 2 patients. Tous les patients inclus ont bénéficié d’une injection et il n'y a pas eu

d'arréts prématurés de suivi ni de patients perdus de vue. Toutes les injections sous-épithéliales

ont été effectuées sans rupture epithéliale, démontrant ainsi la faisabilité de la technique. Un

patient (le patient 7) n'a pas effectué la rééducation orthophonique post-opératoire malgré une

prescription adéquate, en raison de problémes familiaux. Les patients ont recu une dose

médiane de 7,5 x 10° (2,2 & 13,6) cellules viables. Les cellules injectées contenaient une
médiane de 3,1% (1,3 - 8,0) CFU-F (Tableau 2, Tableau 3). La caractérisation par cytométrie

de flux des sous-populations cellulaires présentes dans la FVS est présentée dans le Tableau 3.

Tableau 2. Données démographiques des patients et doses de FVS.

Patient Genre Age Etiologie Durée de la Volume injecté  Nombre de CNV
maladie (années)* (mL) injectées (x10°)
1 F 55 Phonochirurgie 8 G030;D0.70 G4.1:D 95
2 F 43 Phonochirurgie 4 G045;D045 G6.1;D 6.1
3 H 43 Sulcus > 20 G050;D0.75 G11;D 16
4 F 44 Phonochirurgie 13 G050;D050 G36:D 3.6
5 F 59 Phonochirurgie 6 G0.00;D1.00 GO0.0;D10.3
6 F 49 Sulcus > 20 G050;D050 G32;D 32
7 F 39 Phonochirurgie 3 G040;:D060 GO09:D 1.3
8 F 25 Phonochirurgie 1 G030;D070 G23;D 55
Moyenne - 446 - 5.8 G037;D065 G27;D 5.1
Ecart-type - 104 - 4.3 G0.17;D0.18 G20:D 34
Médiane - 435 - 5 G042;D065 G28;D 45
Minimum - 25 - 1 G0.00;D050 GO0.0;D 13
Maximum - 59 - 13 G045;D1.00 G&6.1;D10.3
Abréviations : F: Femme ; H : Homme; G : corde vocale Gauche ; D : corde vocale Droite ; CNV : Cellules

Nuclées Viables.
* Analyse statistique portant uniquement sur les étiologies non congénitales (n=6).
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Table 3. Caractéristiques du tissu adipeux prélevé et de la FVS.

Moyenne + Ecart-type ;
Médiane (minimum - maximum)

Volume de tissu adipeux prélevé (ml)* 171 +79; 163 (100 - 340)
Volume de FVS injectée au total (ml) 1.02+0.10; 1.00 (0.90 - 1.25)
Nombre de cellules de FVS injectées aprés contrble qualité (millions) 7.8+4.1;7.5(2.2;13.6)
Viabilité (%) 84.5+4.3;84.0(80.0-93.4)
Leucocytes (%) 28.2+8.5;29.3(15.7 - 42.8)
Macrophages (%) 8.7+3.1;85(3.8-13.0)
Cellules endothéliales (%) 6.3+3.8;54(2.2-14.1)
Péricytes (%) 19.9+11.6;19.7 (6.0 - 37.1)
Cellules stromales (%) 36.8+£8.6;37.4(25.5-52.3)
CFU-F (%) 3.7+21;3.1(1.3-8.0)

* volume net, apres retrait du liquide d’infiltration

2) Sécurité et tolérance de I'injection autologue de FVS

Tous les patients ont quitté I'hdpital dans les 24 heures suivant la chirurgie. Aucun
événement indésirable grave lié a l'injection de FVS n’a été relevé au cours du suivi. Deux
effets indésirables graves ont été signalés a I’autorité de pharmacovigilance : une pancréatite
aigué et une rupture de prothése mammaire. Aucun n'a été jugé en lien avec le protocole de
I'étude ou la FVS. Les effets indésirables mineurs considerés comme potentiellement liés a la
procédure (douteux ou possible) sont présentés dans le Tableau 4. La plupart d'entre eux se sont
résolus spontanément. Tous les patients présentaient des ecchymoses induites par la
lipoaspiration, d'une durée de 7 jours a 1 mois. Un patient a pris du tramadol en plus du
paracétamol pendant deux jours et un autre a bénéficié de massages par un kinésithérapeute en
raison de douleurs crurales persistantes. Un patient s'est plaint d'une géne esthétique liée a la
liposuccion (défaut de graisse avec dépression sous-cutanée). Celle-ci a été corrigée sans
séquelles par un lipofilling crural 6 mois aprées la chirurgie initiale. Les points de suture au
niveau des zones de lipoaspiration se sont résorbés en moins de 7 jours apres la chirurgie. Enfin,

il est important de noter que I’auto-évaluation de la dysphonie n’a empiré pour aucun patient.
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Tableau 4. Effets indésirables potentiellement liés a 1’intervention pour chaque patient et leur
duree (termes préeférentiels selon le dictionnaire MedDRA 21.0).

Patient Patient Patient Patient Patient Patient Patient Patient
1 2 3 4 5 6 7 8

Odynophagie 3] - - - 4] - - -
Ulcération buccale - - - 9j - - - -
Asthénie - - - 8j - - - -
Hematomes ou ecchymoses Im 7j 1m 19 22 5] 7] 15j
Douleurs post-opératoires - 1m - - - - 1m 12m
Douleurs mandibulaires - 5j 8mi - - - - -
Dysgueusie - - 1m - - - - -
Céphalees - - imi - - - - -
Tremblements - - 2mi - - - - .
Hemoptysie* - - 7] - - - 3] -
Toux productive - - 1m - - - - -
Rhinorrhée - - - - - - - -
Dermatite allergiquet - - - 16 j - - - -
Lipodystrophie8 - - - 6m - - - -

Abréviations : j : jour (S) ; m: mois

*Crachats striés de sang. TDermatite allergique aux pansements. fLe patient 3 rapportait des symptdmes en lien
avec la récupération d’une voix de forte intensité : une sensation de résonnance dans le créne, les joues et les
membres inférieurs. §Le patient 4 se plaignait d’une géne esthétique par défect adipeux.

3) Efficacité de I’injection autologue de FVS d’origine adipeuse

Les critéres secondaires d’efficacité sont détaillés en données supplémentaires (Tableau

S1).

a) Effets sur I'auto-évaluation de la dysphonie

A 12 mois, I'amélioration de la dysphonie se manifestait par une diminution moyenne
du VHI de 40,1 + 21,5 points par rapport au score initial (p = 0,012, Figure 2). Chague sous-
échelle (sous-échelles émotionnelle, fonctionnelle et physique) eétait significativement
améliorée (Figure 3). Sept des huit patients traites (87,5%) étaient considérés comme
répondeurs avec une amélioration de plus de 18 points (changement minimum cliniqguement
pertinent du score VHI, p = 0,070).
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Figure 2. Voice Handicap Index (moyenne + écart-type) durant le suivi de douze mois apres
injection de FVS.

(A) Score total (p < 0.05 a M1 et M12). (B) Sous-échelles Physique, Fonctionnelle et Emotionnelle.
n=8 a I’inclusion, M6 et M12 ; n=7 & M1. p calculé selon les changements a partir de I’inclusion.
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Figure 3 : Variations du Voice Handicap Index durant le suivi de douze mois aprés injection
de FVS, pour chaque patient.
La ligne noire représente le changement minimal requis dans le score VHI total pour étre considéré comme

cliniquement pertinent (18 points). n = 8 a I’inclusion, M6 et M12 ; n = 7 a M1 (données manquantes pour le
patient 4)
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b) Effets sur la qualité de vie

Les scores physique (Physical Component Score, PCS) et mental (Mental Component

Score, MCS) du SF-36 n’étaient pas significativement améliorés (Tableau S1).

c) Effets sur la videolaryngostroboscopie

Une amélioration clinique de la fermeture glottique et de la vibration des cordes vocales
en vidéolaryngostroboscopie était observée chez respectivement 5 (62,5%) et 4 (50%) des 8
patients. Des vidéos disponibles en données supplémentaires montrent les résultats obtenus
pour la patiente 6 en comparant la vidéolaryngostroboscopie avant injection (Vidéo S2) et 12
mois apres l'injection (Vidéo S3). Ces vidéos montrent une amélioration majeure de la

fermeture glottique et de la vibration du tiers moyen des deux cordes vocales.
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d) Effet sur les évaluations perceptive, acoustique et aérodynamique

Une tendance a I'amélioration de la raucité de la voix dans I'analyse perceptive a été
observée (-0,5 = 0,8, p = 0,102). Des enregistrements audio disponibles en données
supplémentaires montrent les résultats obtenus pour les patientes 6 et 8, en comparant leur voix
avant injection (Audio S4-S7) et 12 mois apres I'injection (Audio S8-S11). Apres injection, leur
VOix était moins enrouée et plus stable, sans souffle pour les deux patientes et cette amélioration

a également été constatée lors du chant chez la patiente 8 (Vidéos S12 et S13).

G. Discussion

Cet essai clinique rapporte la premiére utilisation chez I'nomme de la FVS autologue
d’origine adipeuse dans le traitement des cordes vocales cicatricielles. Jusqu'a présent, seules
des recherches précliniques (in vitro et modeles animaux) avaient suggéré la potentielle
efficacité de I'injection de cellules souches dans des cordes vocales cicatricielles. Cette nouvelle
thérapie cellulaire est particulierement intéressante dans cette pathologie car les options
thérapeutiques actuelles sont limitées et ne répondent pas pleinement au défi médical soulevée
par le handicap vocal.

La faisabilité et la sécurité de l'injection de FVS autologue d’origine adipeuse dans des
cordes vocales cicatricielles ont pu étre démontrées, aucun événement indésirable grave lié au
traitement n’étant survenu. Les effets indésirables rapportés ont été limités a ceux normalement
associés a une lipoaspiration ou une laryngoscopie directe. Ceci est cohérent avec la bonne
tolérance de I'injection locale de FVS décrite dans d'autres contextes cliniques, y compris ceux
caractérisés par une fibrose, telle qu'une invalidité de la main chez les patients atteints de
sclérose systémique. Dans ce contexte, la tolérance au traitement par la FVS a été démontrée
jusgu'a deux ans apres I'administration de cellules [30, 39, 40].

Nos résultats confirment également 1’efficacité potentielle de 1’injection de FVS dans la
mesure ou le VHI était significativement réduit des le premier mois aprés ’injection, cet effet
persistant a un an. Le VHI est un questionnaire utilisé dans le domaine de la laryngologie qui
fournit des informations cliniques pertinentes pour I'évaluation du ressenti du patient vis-a-vis
de sa dysphonie. C'est I'outil le plus utilisé dans I’auto-évaluation de la dysphonie. Sur la base
de la différence minimale cliniqguement pertinente (Minimal Clinically Important Difference,
MCID) de 18 points [36], le taux de réponse au traitement par FVS était respectivement de 57%

et 62,5% a un et six mois et de 87,5% a un an. Ces résultats sont particulierement encourageants
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compte tenu de la longue durée de la maladie qui caractérisait les patients inclus dans 1’essai
(5,8 + 4,3 ans pour les cicatrices survenues apres phonochirurgie et deux patients présentant
une lésion congénitale avec une symptomatologie évoluant depuis plus de 20 ans).
L'amélioration du VHI était associée a I'amélioration d'autres paramétres de la voix. Par
exemple, la raucité de la voix, qui a été évaluée dans une analyse perceptive a l'aveugle (grade
R), est une caractéristique clinique typique de la dysphonie due a des cordes vocales
cicatricielles. Une tendance a I'amélioration du grade R a été observée a six mois et un an. En
revanche, le caractere soufflé de la voix (grade B) n'a pas été amélioré. Cela peut étre di au fait
que ce parametre est plus adapté a la description des fuites d’air glottiques importantes qui
caractérisent plutét les paralysies laryngées unilatérales [41]. Enfin, une tendance a
I'amélioration a été observée pour le rapport signal sur bruit, en faveur d'une voix plus claire et
plus intelligible apreés injection, les bruits parasites liés aux défauts de vibration diminuant en
faveur des harmoniques vocales. L’étendue vocale n'a pas été améliorée mais ce parametre est
plus adapté aux patients qui se plaignent d'une voix trop aigué, comme c'était le cas de notre
seul patient masculin. L'analyse aérodynamique n'a pas été améliorée, ce qui pourrait
s'expliquer par le fait que la diminution de taille de la fente glottique aprés injection est
inframillimétrique. Bien que non statistiquement significative, l'interprétation
vidéolaryngostroboscopique a montré une meilleure fermeture de la glotte et une amélioration
de la vibration, avec parfois des cordes vocales cicatricielles rigides retrouvant une amplitude
et une régularité de vibration presque normales. Ceci suggere que 1’effet de I’injection de FVS
ne se limite pas a un simple effet volumateur mais pourrait aussi impliquer une régénération de
la lamina propria en remplagant le tissu fibreux pré-existant et permettant ainsi une meilleure
ondulation muqueuse. Les scores synthétiques physique et mental du SF-36 n’ont pas été
améliorés en partie a cause du faible nombre de patients traités. Cependant, trois patients ont
décrit des changements importants dans leur vie apres récupération de leur voix (deux reprises
de travail et un retour a une activité professionnelle de chanteur).

De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été proposées au cours des dernieres
décennies pour traiter les cordes vocales cicatricielles. En dépit de tous ces efforts, aucune
technique permettant une restauration complete de la microstructure des cordes vocales et de la
vibration n’a été rapportée. Les techniques chirurgicales comprenant des manipulations de la
lamina propia présentent toujours le risque d'une issue défavorable avec une potentielle
aggravation de la situation par majoration de la cicatrice existante. Ainsi, un traitement
conservateur doit étre considéré comme le traitement de premiére intention. L'injection d'acide
hyaluronique, de matrice acellulaire, d’hydroxyapatite de calcium ou de corticosteroides sont

des candidats potentiels pour améliorer les patients présentant des cordes vocales cicatricielles
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[5,6,42], mais aucun d'entre eux n'a été adopté en pratique quotidienne. Dans leur étude,
Welham et al. n'ont révélé aucune amélioration parmi les parametres du bilan vocal, y compris
le VHI [5]. La serie de cas décrite par Young utilisant des corticostéroides a révéelé une
amélioration moyenne de 15 points du VHI mais avec un court suivi de seulement 3 mois apreés
I'injection [42].

Bien que les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le bénéfice potentiel de
la FVS sur les cordes cicatricielles soient en grande partie méconnus, les CSM hautement
représentées au sein de la FVS sont considérées comme de probables importants contributeurs.
Les CSM ont été isolées dans de nombreux organes chez I'adulte et sont capables de générer
divers tissus mésodermiques, selon les conditions micro-environnementales dans lesquelles
elles évoluent [43]. Alors que les premieres recherches attribuaient principalement les effets
des thérapies a base de cellules souches a leur capacité de greffe locale et de différenciation en
plusieurs types tissulaires, des études récentes ont révélé que les cellules implantées ne
survivent pas longtemps [16,44,45] et que les effets bénéfiques sont plus probablement dus aux
facteurs bioactifs sécrétés par les CSM [46]. Il a été démontré que les fonctions paracrines des
CSM jouent un réle clé dans la régulation des réponses immunosuppressives et inflammatoires
[47-49]. Le sécrétome des CSM comprend également un large éventail de facteurs de
croissance et de facteurs anti-apoptotiques ayant un impact favorable sur la régénération des
tissus endommagés. Les CSM exercent egalement des effets anti-fibrotiques qui peuvent étre
bénéfiques pour réduire la formation de cicatrices. Les mécanismes exacts de cet effet
antifibrotique restent a élucider mais le concept actuel est que les CSM contribuent a I'inhibition
de la voie du Transforming Growth Factor 1 (TGF-B1), a la stimulation de I'expression de
I’Hépatocyte Growth Factor (HGF), a la réduction du stress oxydatif et a la régénération de la
matrice extracellulaire [50]. Dans les modéles animaux précliniques de cordes vocales
cicatricielles, les CSM amélioraient le processus de guérison en réduisant le granulome post-
opératoire, I'inflammation et la fibrose [14]. Les cordes vocales étaient moins atrophiques et
retrouvaient leur viscoélasticité et leur amplitude vibratoire. En ce qui concerne les propriétés
de la matrice extracellulaire, les auteurs signalaient une réduction du collagéne et de la
fibronectine et une augmentation de I'acide hyaluronique et de I'élastine. L'expression de TGF-
1 était réduite ainsi que l'infiltration cellulaire inflammatoire [51].

Cependant, la FVS et les ADSC sont des produits differents : la FVS est un produit sans
étape de culture et subissant peu de transformation, qui contient une population hétérogéne de
cellules alors que les ADSC correspondent a une population de cellules stromales
mésenchymateuses purifiées a partir de tissu adipeux et multipliées en culture. Hirose et al. ont

récemment démontré que la FVS sécrétait des niveaux de cytokines et de protéines solubles
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plus élevés que les ADSC, indiquant qu'il pourrait s'agir d'une source de thérapie cellulaire aux
propriétés multifonctionnelles [52]. Les cellules hématopoiétiques présentes dans la FVS, y
compris les macrophages du phénotype anti-inflammatoire M2 et les cellules T régulatrices qui
expriment des taux élevés de cytokines immunosuppressives, apparaissent également comme
des contributeurs importants a I'effet immunomodulateur de la FVS. En effet, de nombreux
éléments de la réponse immunitaire innée et adaptative participent a la différenciation et a
I'activation des fibroblastes et les réactions inflammatoires aigués jouent un réle important dans
le déclenchement de la fibrose [53]. A notre connaissance, il n’existe aucune donnée
actuellement disponible concernant I’utilisation de la FVS dans un modele préclinique de
cordes vocales cicatricielles. Cependant, dans un modéle de souris humanisée [54], la FVS
était capable de réduire significativement les parameétres cliniques et histologiques des
cicatrices cutanées hypertrophiques avec un amincissement de I'épiderme et du derme par
rapport au contrdle 8 semaines apres son injection, suggérant un puissant effet antifibrotique.

De maniére générale, les propriétés régénératrices et antifibrotiques spécifiques de la
FVS sont probablement impliquées dans 1’utilisation croissante de cette nouvelle thérapie
cellulaire. Dans notre étude, I'hnypothése d'une régénération spontanée peut étre écartée en
raison de la durée des lésions chez tous les patients. De plus, la possibilité que I'effet bénéfique
observeé soit indépendant des cellules injectées et uniquement basé sur I’effet volumateur de
I'injection est peu probable car, dans ce cas, I'amélioration aurait rapidement diminué avec le
temps et aucun bénéfice n'aurait été observé quant a la vibration muqueuse.

Les principales limites de cette étude étaient le faible nombre de patients inclus et
I'absence de groupe témoin. Il existait également un rapport hommes-femmes déséquilibré et
différentes étiologies étaient impliquées dans la genése des cicatrices, ce qui peut avoir eu un
impact sur les résultats. Par exemple, le seul patient non répondeur avait déja été traité avec une
injection de Vox Implant a visée de médialisation. En I'absence de groupe témoin, 1’effet positif
observé sur les parametres subjectifs tels que le VHI pourrait résulter des attentes propres du
patient en matiére de thérapie cellulaire, conduisant a un effet placebo. Il est également possible
que la rééducation orthophonique réalisée en post-opératoire ait contribué a I'amélioration de la
Voix, bien que cela soit peu probable car tous les sujets avaient déja effectué une rééducation
compléte sans efficacité avant I'inclusion dans I’essai.

En conclusion, cette étude de phase I monocentrique a non seulement montré que ce
traitement innovant était bien toléré chez les patients présentant des cordes vocales
cicatricielles, mais fournissait également des données préliminaires encourageantes concernant
son efficacite potentielle. D'autres etudes de securité et faisabilité portant sur I’utilisation de la
FVS dans les cordes vocales cicatricielles aprés cordectomie pour néoplasie laryngée pourraient
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également étre envisagées. Des études a plus long terme, sur une population plus large,
multicentriques, randomisées, en double aveugle et sur des patients plus homogenes seront
nécessaires pour confirmer que la FVS autologue d’origine adipeuse peut améliorer le pronostic
a long terme de cette pathologie. En outre, de futures études pourraient permettre de préciser la
contribution de chaque sous-population cellulaire au sein de la FVS et donc les mécanismes qui

sous-tendent ses effets cliniques bénéfiques.
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J. Données supplémentaires

S1 Tableau : Effets de I’injection de FVS autologue d’origine adipeuse sur 1’auto-évaluation,

la videolaryngostroboscopie et les analyses perceptive, acoustique et aérodynamique.

S2 Vidéo : Videolaryngostroboscopie avant injection de FVS chez la patiente 6 - aspect

cicatriciel des cordes vocales avec absence de vibration de leur tiers moyen et insuffisance
glottique (MP4).
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S3 Video : Videolaryngostroboscopie un an aprés injection de FVS chez la patiente 6 - la
vibration du tiers moyen des cordes vocales est améliorée (onde muqueuse clairement visible)
(MP4).

S4 Audio : Enregistrement vocal pendant la lecture avant injection de FVS chez la patiente 6 -
voix soufflée et 1égérement éraillée (WAV).

S5 Audio : Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue avant injection de FVS chez la
patiente 6 - voix soufflée avec un temps maximum de phonation court (WAYV).

S6 Audio : Enregistrement vocal pendant la lecture avant injection de FVS chez la patiente 8 -
Voix éraillée et Iégérement soufflée (WAV).

S7 Audio : Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue avant injection de FVS chez la
patiente 8 - voix éraillée, instable et légerement soufflée (WAV).

S8 Audio : Enregistrement vocal pendant la lecture un an apres injection de FVS chez la
patiente 6 - la voix est plus claire, sans souffle ni éraillement (WAV).

S9 Audio : Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue un an apres injection de FVS
chez la patiente 6 - la voix est plus claire, sans souffle ni éraillement et le temps maximum de
phonation est plus long (WAV).

S10 Audio : Enregistrement vocal pendant la lecture un an aprés injection de FVS chez la
patiente 8 - la voix est plus claire, moins éraillée (WAV).

S11 Audio : Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue un an apres injection de FVS
chez la patiente 8 - la voix est plus claire, moins éraillée (WAV).

S12 Vidéo : Patiente 8 en voix chantée avant 1’injection de FVS - voix éraillée, instable et
Iégerement soufflée (MP4).

S13 Vidéo : Patiente 8 en voix chantée un an apreés I’injection de FVS - la voix est plus claire,

plus stable et moins éraillée (MP4).
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Tableau S1. Effets de I’injection de Fraction Vasculaire Stromale autologue d’origine adipeuse sur 1’auto-évaluation, la videolaryngostroboscopie et les

analyses perceptive, acoustique et aérodynamique.

Différence Différence Différence
Inclusion 30 jours (30 jours-inclusion)  p 6 mois (6 mois-inclusion) p 12 mois (12 mois-inclusion) p
Auto-évaluation
VHI Moyenne + ET 795+143 56.0 £ 26.0 -244+205 0.018 48,1+29,9 -31,4+£29 0,069 39.4 £28.2 -40.1+215 0.012
(0-120) Médiane (étendue)  74.0 (61;107) 64.0(5;84) -22.0 (-56 ; -1) 455 (12 ;92) -445 (-62; 7) 37.0(2; 80) -40.5 (-66 ; -9)
VHI Fonctionnel Moyenne + ET 22.3+5.8 16.9+8.8 -6.9+7.1 0.062 12,4+8,6 -9,9+104 0,042 10.1+£9.2 -121+£7.8 0.012
(0-40) Médiane (étendue) 24.0(12;30) 21.0(0; 26) -5.0 (-16 ; 1) 125 (2;25) -11.0 (-22 ; 6) 6.5(0; 26) -11.0 (-22 ; -4)
VHI Physique Moyenne = ET 30.3+4.0 200x7.1 -10.1+£8.7 0.028 20,1+111 -10,1+11,3 0,063 16.1+£9.2 -141+8.3 0.012
(0-40) Médiane (étendue)  30.0(27;39) 21.0(5;27) -9.0 (-25;0) 19.0 (4; 33) -14.5 (-26 ; 6) 16.0 (2; 28) -13.0 (-28 ; -3)
VHI Emotionnel Moyenne + ET 27.0+£10.0 19.1+11.7 -7.4+58 0.018 156 +£12,6 -11,4+10,1 0,035 13.1+10.7 -13.9+8.6 0.017
(0-40) Médiane (étendue)  27.0(15;38) 22.0(0; 35) -8.0 (-15;-1) 16.5 (1 ; 40) -11.5(-23; 3) 14.0(0; 27) -12.0 (-27;1)
SF-36 - PCS  Moyenne + ET 516+73 / / 52,6 +2,7 0,9+8.0 0,866 53542 1,1+89 0,735
(0-100) Médiane (étendue) 52,4 (38,5 ; 60,8) 52,8 (48,8;57,4) -0,1(-7,2;14,3) 55,6 (46,7 ;57,8) 1,8(-10,6;12,4)
SF-36 - MCS Moyenne £ ET 445+ 134 / / 40.0+12,1 -3,7+10,5 0,398 46,3 +11,3 05+124 0,499
(0-100) Médiane (étendue) 50,4 (25,6 ; 59,5) 39,3 (26,4;62,1) -6,9 (-20,2; 10,6) 459 (35.0;62,1) 6,5(-24,5;10,1)
Vidéolaryngostroboscopie§
Fermeture glottique Moyenne + ET 16+09 / / / / / / 1.0+£09 -06+1,6 0,301
(0-3) Médiane (étendue) 2.0 (0.0; 3.0) 1.0 (0.0; 2.0) -1(-3.0;2.0)
Régularit¢ Moyenne + ET 1,2+0,7 / / / / / / 0,9+0,8 -03+1,4 0,399
(0-3) Médiane (étendue)  1,3(0,5;2.0) 1.0(0.0; 2.0) 0.0(-2.0;15)
Vibration Moyenne + ET 1,3+05 / / / / / / 0,9+0,8 -04+12 0,394
(0-3) Médiane (étendue) 1,3 (0,5;2.0) 0,8(0.0;2.0) -0,3(-2.0;1,5)
Analyse perceptive
Grade G (global) Moyenne + ET 21+04 / / / 20+05 -01+04 0,317 18+1 -0,4+0,9 0,257
(0-3) Médiane (étendue) 2.0 (2.0 ; 3.0) 2.0(1.0;30)  0.0(-1.0;0.0) 2(0.0;3.0) 0.0 (-2.0 ; 1.0)
Grade R (raucité) Moyenne + ET 19+0,6 / / / 15+09 -0,4+0,7 0,180 14+11 -05+0,8 0,102
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(0-3) Médiane (étendue)  2.0(1.0;3.0) 1,5(0.0;3.0) 0.0 (-2.0; 0.0) 1,5(0.0;3.0) 0.0 (-2.0; 0.0)
Grade B (souffle) Moyenne £ ET 15+11 / / / 1,6+09 0,1+0/4 0,317 15+1.2 0.0+05 1
(0-3) Médiane (étendue) 2.0 (0.0 ; 3.0) 2.0(0.0;3.0) 0(0.0;1.0) 1,5(0.0;3.0) 0.0 (-1.0 ; 1.0)
Analyse acoustique
RSB (dB) Moyenne + ET 152+4.1 9.8+39 -0.7x£5.7 0.674 191+26 39+48 0.069 178+15 2647 0.161
Médiane (étendue) 15.9 (9.5;21.3) 13.4(9.8;19.7) -0.3(-11.5;8.4) 19.0 (15,8;23.0) 3,3(-2,3;11,2) 17.9(16.2;21.1) 3.7(-46;8.2)
Etendue vocale (Hz) Moyenne + ET 380+ 111 458 £ 101 109 +£181 0.225 420+91 99 + 157 0.285 379+ 84 -25+ 158 0.6
Médiane (étendue) 421 (209 ; 474) 456 (295 ; 593) 86 (-77 ; 384) 414 (316 ;538) 107 (-61; 252) 375 (235 ; 518) -17 (-239 ; 160)
Analyse aérodynamique
TMP (s) Moyenne + ET 10.7+£6.2 10.3+£6.0 -04+49 0.944 86+55 -2.0+3.6 0.161 106 £4.7 00+44 0.674
Médiane (étendue) 9.6 (3.1;22.0) 10.4(24;21.0) 1.0(-8.1;5.0) 7.6 (3.6;19.4) -1.9(-8.0;3.4) 9.1(3.8;19.0) 1.7 (-8.4;3.4)
DAB (cm%/s) Moyenne + ET 302 £112 298 £ 113 -5+153 0.674 344 + 246 42 +£169 0.575 282 £103 -20.6 £82.3 0.327
Médiane (étendue) 296 (149 ; 519) 270 (160;497) 25 (-334;178) 275(108;919) 44 (-164 ; 400) 326 (138 ; 418) -17 (-162 ; 89)
PSG (hPa) Moyenne + ET 8.0+3.1 77+22 -0.2+20 0.866 8.1+40 0.3+43 0.866 9.6 +4.6 21+33 0.203
Médiane (étendue) 7.7 (5.0;13.0) 7.2(5.1;11.5) 0.1(-29;2.7) 7.5(3.5;16.5) 0.7 (-6.6 ; 5.3) 8.3(5.0;17.0) 2.7(-2.7,;5.8)

PCS : Physical Component Summary score (score synthétique physique) ; MCS : Mental Component Summary score (score synthétique mental).

Pour les paramétres de vidéolaryngostroboscopie et I’échelle GRB, 0 (minimum) signifie normal et 3 (maximum) perturbation séveére.

RSB : Rapport Signal sur Bruit ; TMP : Temps Maximum de Phonation ; DAB : Débit d’ Air Buccal ; PSG : Pression Sous-Glottique estimée au seuil phonatoire ; dB : decibels ; s : seconds

; Hz : Hertz ; hPa : hectopascals.

Données manquantes : VHI a 30 jours (n=7), SF-36 & 6 et 12 mois (n=7), étendue vocale a I’inclusion (n=6), 30 jours (n=7, n pour calcul de la différence =5), 6 mois (n=4, n pour calcul
de la différence =3) et 12 mois (n pour calcul de la différence =6), et PSG (n=7).
Un p < 0.05 était considéré comme significatif. Les valeurs de p sont calculées sur la différence en comparaison a 1’inclusion.
§ Calculé avec la moyenne des cordes vocales droite et gauche pour chaque patient
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Cas clinique détaillé d’une patiente incluse dans I’essai CELLCORDES -
Fraction vasculaire stromale d’origine adipeuse et cordes vocales

cicatricielles : premier cas clinique (Article 3)
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B. Résumé

Les patients présentant des cordes vocales cicatricielles (de maniére congénitale ou
apres phonochirurgie) sont actuellement difficiles a traiter et présentent une dysphonie souvent
invalidante au quotidien. Plusieurs thérapies sont disponibles sur le marché, mais leurs résultats
sont souvent décevants. La Fraction Vasculaire Stromale (FVS) autologue d’origine adipeuse
est reconnue comme une source facilement accessible de cellules aux propriétés angiogéniques,
anti-inflammatoires, immunomodulatrices et régénératrices. Nous présentons ici le cas d’une
femme agée de 43 ans qui souffrait d’une dysphonie sévére en lien avec des cordes vocales
cicatricielles apres phonochirurgie, résistante aux traitements médicaux et chirurgicaux
conventionnels. Elle a recu une administration locale de FVS autologue. Le protocole
comprenait, le méme jour, une extraction du tissu adipeux, la préparation de la FVS puis
I’injection locale de FVS (0,45 ml dans chaque corde vocale, pour un total de 12,2 millions de
cellules viables de FVS). Aucun effet indésirable grave n’a été décrit. Un an apres l'injection,
I'aspect laryngoscopique et la majorité des paramétres vocaux s’étaient améliorés, en particulier
le Voice Handicap Index qui avait diminué de 75 a 9. L’analyse perceptive retrouvait une VOiXx
moins éraillée et plus stable, non soufflée. Le cas de cette patiente souligne le potentiel
thérapeutique de la FVS pour de telles applications (enregistrement de l'essai sur
ClinicalTrials.gov NCT02622464 le 4 décembre 2015).

C. Mots clés

Fraction vasculaire stromale, tissu adipeux, thérapie cellulaire, corde vocal, fibrose,

cicatrice, dysphonie.

D. Liste des abréviations

ADSC : Adipose-Derived Stem Cells
CNV : Cellules Nuclées Viables

CV: Corde(s) Vocale(s)

DAB : Débit d’Air Buccal

FVS : Fraction Vasculaire Stromale
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GMP: Good Manufacturing Practices
PSG : Pression Sous-Glottique estimée
TMP : Temps Maximum de Phonation

VHI : Voice Handicap Index

E. Introduction

La microstructure des cordes vocales (CV) [1, 2] est complexe, en particulier du fait de
son organisation feuilletée. La proportion et 1’organisation des différents composants de la
matrice extracellulaire déterminent les propriétés mécaniques des CV. Aprés une
microchirurgie laryngée, une cicatrice des CV est parfois observée en raison de la disparition
partielle de la lamina propria, avec sa couche superficielle et / ou intermédiaire remplacée(s)
par du tissu fibreux, empéchant le découplage mécanique de I'épithélium et du muscle et
induisant ainsi un trouble de la vibration [1]. Des cordes vocales cicatricielles peuvent
également étre retrouvées de maniére congénitale, sans étiologie iatrogéne (sulcus vocalis par

exemple).

Les CV cicatricielles peuvent entrainer, en fonction de la gravité et de I'étendue de la
cicatrice, une variété de symptoémes tels qu’un enrouement, une voix soufflée, un effort vocal
accru pour parler, une fatigue vocale. L’incapacité de produire une phonation normale cause a
la fois un handicap physique et psychologique, en particulier pour les professionnels de la
communication. Plusieurs thérapies sont actuellement disponibles mais celles-ci sont souvent
décevantes car la grande complexité de la microstructure des CV empéche le développement
de traitements efficaces. Ainsi, I’identification de stratégies thérapeutiques innovantes capables
d'ameliorer les propriétés mécaniques vibratoires des CV cicatricielles reste un défi clinique

important.

La fraction vasculaire stromale (FVS) autologue d’origine adipeuse est reconnue
comme une source facilement accessible de cellules présentant des propriétés angiogéniques,
anti-inflammatoires, immunomodulatrices et régénératives [3]. De récentes études cliniques et
précliniques soutiennent également le potentiel antifibrotique de la FVS, principalement
attribué a la sous-population des cellules souches / stromales mésenchymateuses. Bien que les
thérapies basées sur 1’utilisation de FVS soient pour le moment totalement inexplorées dans le

domaine de la laryngologie, I’injection locale de FVS pourrait étre bénéfique dans le traitement
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des CV cicatricielles. Nous avons obtenu I'approbation de I'Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé (ANSM) et d’un comité d'éthique francais (CPP Sud
Méditerranée V) pour utiliser de la FVS chez huit patients présentant des CV cicatricielles
réfractaires aux traitements médicaux et chirurgicaux conventionnels (NCT02622464). Nous

présentons ici le cas de la premiére patiente ayant achevé son suivi de 12 mois.

F. Matériels et méthodes

1) Patiente

Une femme de 43 ans a été incluse dans 1’essai clinique prospectif de phase |
CELLCORDES aprés avoir donné son consentement éclairé écrit (numero EudraCT 2015-
000238-31, enregistrement sur clinicaltrials.gov NCT02622464).

Ses antécédents médicaux incluaient une thyroidectomie pour goitre et une
hystérectomie pour endométriose. Elle présentait une dysphonie sévére liée a des CV
cicatricielles dans les suites d’une phonochirurgie. Cing ans auparavant, elle avait subi deux
chirurgies du larynx : i) une laryngoscopie en suspension pour résection d’un cedéme de Reinke,
dans laquelle une lésion ventriculaire droite avait été découverte et biopsiée ; ii) une
cervicotomie avec thyrotomie latérale pour la résection de cette Iésion dont I'histologie
définitive était en faveur d'un chondrome. Un an plus tard, la patiente a subi une autre
laryngoscopie en suspension pour une exerése de granulome au tiers antérieur de la CV gauche.
Les pathologies laryngées traitées n’ont pas récidivé mais la persistance d'une dysphonie
marquée quatre ans aprés la derniere intervention chirurgicale (malgré une rééducation
orthophonique réguliére) a justifié une nouvelle consultation. La patiente répondait aux criteres
d'inclusion et d'exclusion de I'essai clinique (listés dans le Tableau 1) et était donc éligible pour

recevoir une injection locale de FVS autologue.

En vidéolaryngostroboscopie, un aspect cicatriciel des CV était observé avec en
particulier une absence de vibration de leur tiers moyen. Le bilan vocal a permis d'objectiver
cette dysphonie (Tableau 2), I'orthophoniste signalant une voix éraillée, instable et Iégérement
soufflée, avec une incapacité a atteindre des notes aigues. Des enregistrements vidéo et audio
disponibles en données supplémentaires montrent cela plus en détail [voir données

supplémentaires 1, 2 et 3].
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Tableau 1: Critéres d’inclusion et non inclusion pour 1’essai cliniqgue CELLCORDES.

Critéres d’inclusion

- Affiliation a la sécurité sociale

- Signature du formulaire de consentement éclairé

- Difficultés vocales ressenties comme handicapantes (VHI > 60/120)

- Présence de Iésions cicatricielles des cordes vocales causées soit par la chirurgie initiale
soit par une pathologie congeénitale de type sulcus

- Aspect cicatriciel du tiers moyen des cordes vocales en stroboscopie

- Délai d’au moins 1 an par rapport a la chirurgie initiale le cas échéant

- Patients agés de 18 a 65 ans

- Bon état général, selon I’anamnese et I’examen clinique

- Test de grossesse négatif et méthode de contraception fiable pour les femmes en age
de procréer

Critéres de non-inclusion

Spécifiques Non spécifiques

- Prise d’un médicament expérimental
dans les 3 mois

- Refus ou incapacité de respecter les
procédures de 1’étude

- Femmes enceintes ou allaitantes

- Personnes majeures protégées par la loi
(sous tutelle ou curatelle)

- Personnes séjournant dans un
établissement sanitaire ou social

- Mineurs

- Personnes non bénéficiaires d’un régime
de sécurité sociale

- Personnes privées de liberté ou détenues
- Personnes en situation d’urgence

- Refus de la rééducation orthophonique
- Patients opérés d’une Iésion maligne ou a
potentiel malin (dysplasie sévére) de la
corde vocale cicatricielle

- Contre-indication a 1’anesthésie

- Patients sous anti-coagulants

- Patients présentant des troubles de la
coagulation (TP <65%, TCK >1,2)

- Pathologies infectieuses actives

- Sérologies positives parmi VIH, VHC,
VHB, HTLV I et I, syphilis

- Patients nécessitant une
antibioprophylaxie per opératoire

2) Protocole chirurgical

Le protocole nécessitait deux interventions chirurgicales consécutives le méme jour. La
premiére intervention consistait en une lipoaspiration abdominale pour la fabrication de la FVS,
sous anesthésie locale avec sédation. Le prélevement de tissu adipeux a été réalisé avec une
seringue de 10 ml en circuit fermé a l'aide d'une canule Khouri de 3 mm et d'un sac de
prélevement de 500 ml. 340 ml de tissu adipeux ont été recueillis, transportés vers notre unité
de thérapie cellulaire agréée et transférés dans le systéme Celution 800/CRS (Cytori
therapeuthics Inc, San Diego, Californie, Etats-Unis). Le tissu adipeux prélevé a été lavé et
digéré de maniére enzymatique en utilisant des réactifs de qualité GMP (Good Manufacturing
Practices). Les cellules ont été concentrées, lavées, récupérées de maniére aseptique et remises

en suspension dans 5 ml de solution de Ringer Lactate. Un millilitre a été prélevé pour injection
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et les cellules restantes ont été utilisées pour des tests de stérilité et caractérisation biologique,
puis congelées dans une biobanque & des fins de recherche. Le compte du total des cellules
nucléées viables et la viabilité cellulaire ont été déterminées en utilisant I'appareil
Nucleocounter NC100 (ChemoMetec, Danemark). Les sous-populations cellulaires au sein de
la FVS ont été identifiées par une analyse en cytométrie de flux (appareil Beckman Navios) a
I'aide d'un panel de marqueurs de surface cellulaire, en accord avec les recommandations de
I’International Federation for Adipose Therapeutics and Science (IFATS) et de I’ International
Society for Cellular Therapy (ISCT) [4] incluant NucBlue comme marqueur de viabilité et des
anticorps conjugués a un fluorochrome (CD14-FITC, CD90-FITC, CD146-PE, CD34-ECD,
CDA45-PC5, CD56-PC7, CD3-APC-A750) ou leur contrdle isotypique pour déterminer la

fluorescence non specifique (Figure 1).

Figure 1. Analyse en cytométrie de flux des sous-populations cellulaires de la FVS : stratégie

de classification des cellules CD45+ (hématopoiétique) et CDA45- (régenératives).
(a) Sélection des cellules viables sur la base de ’expression négative de NucBlue et de la dispersion selon la taille ;
(b) Les cellules viables sont divisées en cellules CD45+ (hématopoiétiques) et CD45- (régénératives) ; (c) Parmi
les cellules régénératives, trois sous-populations sont identifiées sur la base de I'expression de CD146 et CD34 :
CD146 élevé / CD34 élevé sont des cellules endothéliales, CD146 - / CD34 élevé sont des cellules stromales,
CD146 élevé / CD34 moyen rassemblent des péricytes et des cellules transitionnelles ; (d) Les péricytes et les
cellules transitionnelles sont divisés en fonction de ’expression de CD90 (+ pour les cellules transitionnelles et -
pour les péricytes) ; (e) Confirmation de I’identification des cellules stromales sur la base de I’expression de CD90
(+ pour les cellules stromales) ; (f) Parmi les cellules hématopoiétiques, les macrophages sont identifiés sur la base
de I'expression de CD14 et de la dispersion en fonction de la taille ; (g) Parmi les cellules CD14 -/ CD45 +, les
granulocytes et les lymphocytes sont séparés en fonction de la dispersion selon la taille ; (h) L’expression de CD56
et CD3 permet la caractérisation des sous-populations de lymphocytes NK et T.
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La seconde intervention consistait en 1’injection de FVS sous anesthésie géneérale. La
suspension de FVS était injectée a 1’aide d’une aiguille de 14G dans le tiers moyen des deux
CV cicatricielles (0,45 ml par CV).

La patiente a pu retourner a son domicile le lendemain avec un traitement antibiotique
a base d'amoxicilline et une analgésie par paracétamol. Une rééducation orthophonique péri-
opeératoire était prescrite.

3) Evaluation

Le critere d'évaluation principal était la sécurité de I’injection évaluée par le relevé des
événements indésirables survenus a 7 jours, 1, 6 et 12 mois. Les critéres d'évaluation
secondaires concernaient I'efficacite, définie comme une amélioration du bilan vocal, de l'auto-

évaluation et/ou de 1’aspect en vidéolaryngostroboscopie a 1, 6 et 12 mois.

La vidéolaryngostroboscopie permet d'évaluer la fermeture glottique, 1’onde muqueuse,
sa régularité et sa symétrie. L'auto-évaluation était réalisée a l'aide du Voice Handicap Index
(VHI), un score faible indiquant une voix ressentie comme de bonne qualité. Une différence de
18 points ou plus dans le score total du VHI est nécessaire pour étre cliniguement pertinente
[5]. La sévérité de la dysphonie était quantifiée avec I'échelle GRB simplifiée dérivée de
I'échelle GRBAS proposée par Hirano [6] (G pour global, R pour raucité, B pour« breathiness »
soit « soufflée » en francais). Le jitter fait référence a une perturbation a court terme (cycle a
cycle) de la fréquence fondamentale de la voix (le plus bas le meilleur). Le rapport signal sur
bruit quantifie la partie apériodique du signal vocal (plus le signal est haut, meilleur il est). Le
temps maximum de phonation (TMP) et le débit d’air buccal (DAB) quantifient la fuite d’air
glottique : si la fuite est importante, le TMP est court et le DAB élevé. La pression sous-
glottique estimée (PSG) au seuil phonatoire est la pression sous-glottique minimale nécessaire

pour déclencher et maintenir la vibration des CV [7].
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G. Résultats

Les caractéristiques de la FVS sont résumées dans le Tableau 3.

Table 2 : Bilan vocal avant et 12 mois apres injection de FVS autologue d’origine adipeuse.

Bilan vocal Bilan vocal
pré-opératoire | a 12 mois
Auto-évaluation VHI 30 (/ 120) 75 9
Analyse perceptive Echelle GRB d’Hirano G2R2B0 G1R1B0
Analyse acoustique Fréquence fondamentale (hertz) | 180 203
Etendue vocale (hertz) 381 921
Jitter (%) 4.6 0.2
Rapport signal sur bruit (décibel) | 9.5 17.7
Analyse aérodynamique | TMP (second) 13.2 7.8
Débit d’air buccal (cm®/second) | 203 198
PSG (hectopascal) 7.9 7.3

VHI : Voice Handicap Index ; TMP : Temps Maximum de Phonation ; PSG : Pression Sous-Glottique estimée

au seuil phonatoire

Tableau 3 : Caractéristiques de la FVS d’origine adipeuse.

= Adipose-Derived Stem Cells (%)

Volume de tissu adipeux prélevé (ml) 340
VVolume de FVS injectée (ml) 2x0.45
Nombre de CNV obtenues, avant contréle qualité (millions) 135
Taux de récupération (CNV / ml de tissu adipeux) 397 000
Nombre de CNV injectées, apres contr6le qualité (millions) 12.2
Viabilité (%) 86
Leucocytes (%) 35
Macrophages / Monocytes (%) | 17.6
Lymphocytes (%) | 12.8
Dont Lympocytes T (%) | 9.8
Neutrophiles (%) | 4.6
Cellules transitionnelles (%) 3.8
Progéniteurs endothéliaux (%) 2.7
Péricytes (%) 3.8
Cellules Souches Mésenchymateuses 54,7

FVS : Fraction Vasculaire Stromale ; CNV : Cellules Nuclées Viables

Les seuls événements indésirables rapportés ont été I’existence d’hématomes dans les

zones de liposuccion (résorption en 3 semaines) et de douleurs mandibulaires pendant 1

semaine (liées a I’installation requise pour la laryngoscopie). Aucun événement indésirable

grave lié a I'administration du produit cellulaire n'a été signalé. En ce qui concerne I'efficacite,

le Tableau 2 indique les résultats de I'évaluation finale a 12 mois (des enregistrements audio et

vidéo en données supplémentaires les montrent de maniere plus détaillée [voir données
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supplémentaires 4, 5 et 6]). L'analyse perceptive retrouvait une voix moins éraillée et plus
stable, sans souffle. La vidéolaryngostroboscopie révélait une amélioration significative de la
vibration du tiers moyen des deux CV. La patiente déclarait étre mieux entendue par son

entourage grace a une voix "plus claire".

H. Discussion

L'impact vocal des CV cicatricielles est handicapant tandis que les options de traitement
actuelles sont limitées. L'utilisation de la FVS est particulierement prometteuse puisque son
efficacité a deja été prouvée dans plusieurs pathologies [3, 8-11], mais elle n'avait jusqu'a
présent jamais été testée chez I'nomme dans cette indication. Les cellules souches / stromales
mésenchymateuses d’origine adipeuse (Adipose-Derived Stem Cells, ADSC) sont des cellules
multipotentes qui, une fois purifiées et cultivées, ont montré leur capacité a diminuer
I'inflammation et la fibrose et a améliorer les propriétés viscoélastiques de la muqueuse [12,
13]. A notre connaissance, il s'agit cependant ici du premier cas publié d'injection de FVS (donc
sans étape de culture et avec un minimum de transformation du produit) au niveau larynge chez
I'nomme. La FVS présente une consistance tres fluide permettant son injection dans I'espace de
Reinke, luttant ainsi contre I'adhérence entre I'épithélium et les tissus sous-jacents. Nous avons
délibérément choisi de ne pas associer une exérese des tissus fibreux afin d'éviter une
augmentation de l'atrophie de la CV. Les résultats suggérent une nette amélioration de la
majorité des parameétres du bilan vocal, en particulier du VHI illustrant le ressenti du patient

vis-a-vis de sa dysphonie, sans événement indésirable grave ou imprévu.

Sept autres patients ont €t¢ inclus dans cet essai. Leur suivi n’est pas encore terminé
mais il semblerait que 3 d’entre eux obtiennent également de trés bons résultats (notamment
sur le VHI). Aucun d'entre eux n'a eu d'effets indésirables graves ni d'aggravation de la

dysphonie.

Des études précliniques et cliniques antérieures suggérent que la FVS exerce des effets
anti-fibrotiques. Dans une sclérose cutanée ressemblant a la sclérodermie, induite chez la souris,
Serratrice et al. [14] ont montré que la FVS limitait de maniére significative la sclérose
dermique et épidermique et était associée a une augmentation significative de la vascularisation
locale. Domergue et al. [15] ont comparé la FVS dans sa totalité et des ADSC cultivées a partir

de tissu adipeux dans un modele de greffe cutanée de cicatrice hypertrophique chez la souris
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nude. Ils ont montré que les deux stratégies de thérapie cellulaire étaient capables de réduire de
maniére significative les parametres cliniques et histologiques de la cicatrice hypertrophique.
Par la sécrétion d'adrénomodulline et d’Hepatocyte Growth Factor (HGF), les ADSC
réduisaient I'expression du TGF-B1 et ses génes cibles (collagéne I, collagene 111, a-SMA). Bien
qu'ils ne soient significatifs que pour le TGF-B1, ils observaient une régulation négative de tous
les genes au huitiéme jour suivant l'injection de FVS, mais pas apres l'injection d'’ADSC. Par
ailleurs, les ADSC ont induit une augmentation hautement significative de 1’expression de
TGF-B3, avec une modification du rapport TGF-B1/ TGF-B3 en faveur d’un effet antifibrotique.
Les ADSC avaient également tendance a augmenter MMP-1 et MMP-3 et augmentaient
significativement MMP-2 et le ratio MMP-2 / TIMP-2, contrairement aux cellules de la FVS.
Ainsi, I’effet bénéfique rapporté dans ce cas clinique pourrait étre attribué a la présence
de cellules ADSC dans la FVS puisqu’elles représentaient 54,7% des 12,2 millions de cellules

injectées viables.

D'un point de vue réglementaire, ces thérapies sont régies par le reglement n°1394/2007
du Parlement européen et du Conseil décrivant une nouvelle catégorie de produits de santé
dénommés «médicaments de thérapie innovante». La production de ceux-ci doit étre conforme
aux bonnes pratiques de fabrication (Good Manufacturing Practices, GMP) des industries
pharmaceutiques. Cela implique une augmentation des codts de production, ce qui peut ne pas
étre viable pour les institutions publiques. Cependant, bien que la culture des ADSC nécessite
deux a trois semaines, la FVS peut, elle, étre fabriquée en quelques heures, permettant ainsi une
lipoaspiration et une réinjection le méme jour. Cet élément est important du point de vue du

rapport colt-efficacité.

Ce rapport encourage l'inclusion et la surveillance d'un plus grand nombre de patients
afin de documenter l'innocuité et I'efficacité de ce traitement. Par la suite, des essais d'efficacité
versus placebo devront étre envisagés pour confirmer I'efficacité espéree. En effet, une action
volumatrice isolée ou surajoutée n’est pas exclue et un effet placebo partiel est possible chez
ces patients qui esperent beaucoup de tels traitements percus comme futuristes. Cependant, ce
cas clinique est prometteur quant a 1’utilisation de thérapie cellulaire dans les pathologies
laryngées telles que les CV cicatricielles, notamment lorsque les traitements disponibles font
défaut. Parmi le panel de produits de thérapie cellulaire actuellement accessibles, la FVS
pourrait présenter des avantages importants en raison de sa relative simplicité de production et

d’utilisation.
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I. Donneées supplémentaires

e Fichier additionnel 1 (video mp4) — Videolaryngostroboscopie avant injection de fraction
vasculaire stromale : aspect cicatriciel des cordes vocales avec absence de vibration de leur
tiers moyen.

e Fichier additionnel 2 (audio wav) — Enregistrement vocal en lecture, avant injection de
fraction vasculaire stromale : voix éraillée, instable et 1égérement soufflée.

e Fichier additionnel 3 (audio wav) — Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue,
avant injection de fraction vasculaire stromale : voix éraillée, instable et légérement
soufflée.

e Fichier additionnel 4 (video mp4) — Videolaryngostroboscopie un an aprés injection de
fraction vasculaire stromale : la vibration du tiers moyen des cordes vocales est améliorée.

e Fichier additionnel 5 (audio wav) — Enregistrement vocal en lecture, un an aprés injection
de fraction vasculaire stromale : la voix est moins éraillée, plus stable, non soufflée.

e Fichier additionnel 6 (audio file .wav) — Enregistrement vocal pendant une voyelle /a/ tenue,
un an apres injection de fraction vasculaire stromale : la voix est moins éraillée, plus stable,

non soufflée.

J. Autres informations

Approbation éthique et consentement : La patiente a été incluse dans I'essai clinique de phase |
CELLCORDES (numéro EudraCT 2015-000238-31; ClinicalTrials.gov NCT02622464, publié

pour la premiére fois le 4 decembre 2015). Elle a donné son consentement écrit pour participer

a I'étude. L'étude a été approuvée par I'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des
produits de sant¢ (ANSM) et un comité d'éthique francais (CPP Sud Meéditerranée V,
21.04.2015).

Consentement a la publication : La patiente a donné son consentement pour la publication de

ses données.

Disponibilité des données et du matériel : L’ensemble des données générées et / ou analysées

au cours de la présente étude sont disponibles auprés de l'auteur correspondant sur demande
raisonnable.
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IV. Conclusions et perspectives

Notre essai CELLCORDES a permis de prouver la sécurité d’emploi de la Fraction
Vasculaire Stromale (FVS) au niveau laryngé, aucun effet secondaire grave ou inattendu
n’ayant eu lieu. Mais au-dela de la faisabilité et de la tolérance de cette thérapie cellulaire, nous
sommes désormais en possession de résultats montrant une indéniable amélioration clinique.
Nous avons en effet noté une franche amélioration du Voice Handicap Index (bien au-dela des
seuils requis pour affirmer la pertinence clinique), témoignant de la satisfaction majeure des
patients traités. D’autre part, plusieurs parametres objectifs ont également été améliorés : c’est
en particulier le cas de 1’aspect vibratoire des cordes vocales en vidéo-laryngo-stroboscopie qui
s’est amélioré de fagon spectaculaire chez certains patients. Ces éléments nous semblent ainsi
aller a I’encontre d’un simple effet placebo méme si nous n’avons pour autant pas encore pu
démontrer que cette amélioration repose réellement sur un effet anti-fibrotique. D’autres études

sont en cours dans ce but (cf infra).

Nous gardons toutefois a I’esprit que notre essai CELLCORDES a été réalisé sur un
nombre restreint de patients et en I’absence de groupe contrdle. Pour aller plus loin et affirmer
I’efficacité de la prometteuse FVS, nous avons donc élaboré le projet CELLCORDES 2 qui

reposera sur une étude comparative avec un traitement de référence.

A. Essai clinigue CELLCORDES 2

Afin de confirmer 1’efficacité de la FVS dans les cordes vocales cicatricielles, nous
avons récemment déposé une demande de PHRC (Programme Hospitalier de Recherche
Clinique) régional pour la mise en place de 1’essai CELLCORDES 2. Cet essai de phase II,
randomisé, controlé, en double aveugle étudiera 1’efficacité de I’injection de FVS autologue
d’origine adipeuse comparée a I’injection de corticoides chez des patients présentant les mémes

critéres d’inclusion et d’exclusion que ceux de I’essai CELLCORDES.

L'injection de corticostéroides n'est pas le traitement de référence pour les cordes
vocales cicatricielles, car il n'existe en réalité aucun traitement de référence dans cette
pathologie, mais il s'agit d'un agent anti-inflammatoire et immunomodulateur connu, déja

utilise en microchirurgie laryngée pour la prévention des cicatrices cordales méme si son
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efficacité n’est pas prouvée sur le long terme. La solution de corticostéroides ayant une
consistance proche de celle de la FVS, cela permettra de comparer les deux produits, sans biais
lié a I’effet volumateur. Une autre option aurait été de proposer une sham injection c’est a dire
I’injection d’un simple placebo mais, pour des raisons éthiques, il nous a semblé préférable de
proposer 1’injection du seul traitement actuellement disponible, méme si celui-ci semble tres

insuffisant.

L’essai CELLCORDES 2 sera multicentrique et inclura des patients de Marseille, Nice,
Toulouse et Montpellier. Lors de I'inclusion, qui durera 2 ans, 36 patients seront randomisés

dans deux groupes (ratio 1/1) : le groupe FVS et le groupe témoin traité par corticostéroides.

Le groupe FVS sera traité en chirurgie ambulatoire avec :
- Le matin, lipoaspiration de 50 a 150 ml de graisse (abdomen ou hanches) par un chirurgien
plasticien, sous anesthésie locale avec sédation ;
- L'aprés-midi, injection par I'équipe ORL, sous anesthésie générale en laryngoscopie en

suspension, de 1,5 ml de FVS dans la(les) corde(s) vocale(s) cicatricielle(s).

Le groupe témoin sera traité en chirurgie ambulatoire avec :
- Le matin, une lipoaspiration (selon les mémes modalités) avec congélation de la FV'S obtenue ;
- L’aprés-midi, injection de corticostéroides (1,5 ml d'une solution composée de 120 mg de

Méthylprednisolone dilué dans 3 ml de sérum physiologique) selon les mémes modalités.

Pour des raisons pratiques, les procédures chirurgicales seront réalisées a Marseille a
proximité immédiate du service de Thérapie Cellulaire du Pr Sabatier tandis que le suivi sera
effectué¢ dans le centre d’origine. Il est apparu plus simple et moins dangereux de déplacer les
patients plutot que le prélevement adipeux dans un sens et la FVS aprés extraction dans 1’autre
sens. Le suivi sera de 6 mois £ 6 mois supplementaires (voir ci-dessous : cross over partiel).
Les patients seront suivis et évalués, en double aveugle, sur le critére principal (Voice Handicap
Index, VHI) et les critéres secondaires (vidéo-laryngo-stroboscopie, mesures perceptives,

acoustiques et aérodynamiques) a 1 et 6 mois.
Au terme de ce suivi de 6 mois, les patients en échec thérapeutique (amélioration du

VHI < 18 points) pourront bénéficier dans le cadre d’une étude de type cross-over partiel, s’ils

le souhaitent, de I’injection du traitement non encore regu (corticostéroides pour le groupe FVS
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et FVS congelée pour le groupe témoin). Dans ce cas, le suivi sera prolongé avec de nouvelles
évaluations & 1 et 6 mois.
Les analyses finales porteront sur 4 groupes :
- Injection de FVS fraiche,
- Injection de FVS fraiche puis injection de corticostéroides,
- Injection de corticostéroides,
- Injection de corticostéroides puis de FVS congeleée.

La mise en évidence d’une efficacité supérieure de la FVS comparée aux corticoides, au

sein d’un essai randomisé¢ contrdlé, permettrait de confirmer définitivement I’efficacité clinique

de la FVS.

B. Projet Amadeus

Afin de préciser les mécanismes physiopathologiques sous-tendant 1’action anti-
fibrotique de la FVS, nous avons développé conjointement un modele in vitro de cordes vocales
cicatricielles. Ce projet, financé conjointement par les pouvoirs publics francais et autrichiens
dans le cadre d’un partenariat sous I’égide de la Communauté Européenne, a été rendu possible
par la collaboration des équipes marseillaises du service ORL du Pr Dessi et de Thérapie
Cellulaire du Pr Sabatier avec 1’équipe autrichienne dirigée par le Pr Gugatschka a Gratz,
spécialisée dans 1’ingénierie tissulaire au niveau laryngé. Ce modeéle est basé sur le principe du
Macromolecular Crowding (MMC) correspondant a 1’induction d’une fibrose par I’ajout de
macromolécules inertes (Ficoll) et de TGFB1 au milieu de culture de fibroblastes issus de cordes
vocales [1,2]. Dans des conditions de culture cellulaire standard, la conversion du procollagéne
soluble dans I'eau en collagéne insoluble est tres lente car les enzymes et molécules impliquées
peinent a entrer en contact. L'ajout de macromolécules inertes dans le milieu de culture permet
d’occuper une grande partie du volume disponible et confine les autres molécules dans le peu
d’espace restant, ce qui a pour effet d’augmenter les interactions protéiques. La conversion de
procollagéne en collagene est accélérée et on obtient une matrice extracellulaire d’une densité
plus proche de celle des tissus vivants. L’ajout de TGFB1 permet quant a lui de stimuler la
transformation des fibroblastes en myofibroblastes, marqueurs de fibrose. Ce modéle a déja été
utilise pour montrer I'effet anti-fibrotique de I’Hepatocyte Growth Factor (HGF) par d’autres

auteurs dans des indications similaires [1].
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Les premiers résultats obtenus avec la FVS sont trés encourageants (Tableau 1) puisque
celle-ci semble diminuer 1’a-SMA (marqueur des myofibroblastes et de fibrose), avec une

efficacité supérieure a I’HGF et selon un gradient de dose.

Tableau 1. Etude de I’effet anti-fibrotique de la FVS par analyse de la synthése d’a-SMA en
gPCR.

Expérience 1  Expérience 2 Expérience 3 Moyenne

Milieu classique 0,15 0,15 2,38 0,89
Milieu MMC 100,00 100,00 100,00 100,00
Milieu MMC + HGF 78,29 78,29 29,91 62,16
Milieu MMC + FVS 1/1 9,51 10,34 14,42 11,42
Milieu MMC + FVS 1/2 4,29 5,59 6,32 5,40
Milieu MMC + FVS 1/5 7,42 3,22 5,37 5,34

Chaque expérience testait un échantillon différent de FVS.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage, 100% correspondant au taux d’a-SMA retrouvé en condition de
Macromolecular Crowding (MMC) et en I’absence de traitement a visée anti-fibrotique.

Un ratio 1/5 de Fraction Vasculaire Stromale (FVS) correspond a I’ajout d’un nombre de cellules de FVS 5 fois
supérieur au nombre de fibroblastes compris dans le milieu.

C. Quelles perspectives pour ’avenir ?

La thérapie cellulaire représente une des innovations médicales majeures de ces
derniéres années. Son utilisation dans un champ tres large de pathologies ne cesse de croitre et
s’étend désormais au-dela de la recherche clinique, gagnant petit a petit la pratique quotidienne

des médecins de diverses spécialités.

La laryngologie est une discipline qui n’a pour I’instant pas encore pleinement tiré
bénéfice des multiples promesses faites par la thérapie cellulaire, son emploi restant du domaine
de la recherche dans la sphére ORL. Mais, dans une perspective de diffusion plus large de la
thérapie cellulaire, la FVS offre ’avantage de sa simplicité de production et d’utilisation par
rapport aux cultures cellulaires nécessaires pour produire des cellules souches « purifiées ». Ces
modalités de fabrication ne cessent de se simplifier et il est probable que dans un futur proche
elle puisse étre directement produite au sein du bloc opératoire, sans 1’interface d’un service de
Thérapie Cellulaire dédi¢, grace a ’emploi de systeme de microfiltrages venant remplacer les
étapes de digestion enzymatique. La possibilité de congélation de la FVS offre de plus la
possibilité de traitements itératifs d’un méme patient aprés réalisation d’un prélévement

adipeux unique.
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Nous avons dans notre essai CELLCORDES choisi de tester son efficacité dans
I’indication restreinte des cordes vocales cicatricielles aprés phonochirurgie pour tumeur
bénigne ou aprés involution de lésions congenitales comme des kystes épidermiques. Mais le
champ des pathologies qui pourraient bénéficier de ses propriétés est evidemment beaucoup
plus vaste. Nous avions exclu les patients aux antécédents carcinologiques laryngés par mesure
de précaution ; cependant de récentes études cliniques s’intéressant au risque néoplasique lié a
I’emploi de la FVS ne semblent pas montrer de sur-risque. C’est notamment le cas d’études
portant sur la reconstruction mammaire apres chirurgie du cancer du sein, indication ou la FVS
est utilisée pour augmenter la survie des transplants de graisse. Le nombre de récidives
néoplasiques n’était pas augmenté par ’emploi de FVS [3-5]. Une fois I’absence de risque
confirmé, la question de I’emploi de FVS a visée anti-fibrotique ou régénérative pourra alors
se poser dans le traitement de diverses séquelles carcinologiques, chirurgicales ou post-radiques

: cicatrice de cordectomie laser, fibrose post-radique, pharyngostome etc.

Enfin, I’utilisation de FVS a visée préventive pourrait également étre envisagée
immédiatement apres chirurgie afin de diminuer le risque d’évolution cicatricielle défavorable,
de maniére systématique ou par sélection des patients a risque sur des criteres cliniques, puis

un jour peut-étre génétiques.

C’est donc avec impatience que nous attendons les résultats des études suscitées qui
viendront, nous 1’espérons, confirmer et expliquer les propriétés pressenties de la FVS ; car nul

doute que ceux-ci auront une répercussion bient6t au-dela du plan glottique.
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RESUME

Introduction : Les patients présentant des cordes vocales cicatricielles, qu'elles soient
d’origine congénitale ou aprés phonochirurgie, présentent souvent une dysphonie ayant un
impact négatif majeur sur leur vie quotidienne et dont le traitement est difficile. La Fraction
Vasculaire Stromale (FVS) autologue d’origine adipeuse est de plus en plus reconnue comme
une source facilement accessible de cellules aux propriétés angiogéniques, anti-
inflammatoires, immunomodulatrices et régénératrices. Notre objectif était d’évaluer la
faisabilité, la sécurité, la tolérance et I'efficacité potentielle des injections locales de FVS
autologue d’origine adipeuse chez des patients présentant des cordes vocales cicatricielles.

Matériel et méthodes : Cet essai pilote de phase | était une étude prospective, ouverte, non
contr6lée et monocentrique, avec un suivi de 12 mois aupres de 8 patients (7 femmes et 1
homme) présentant une dysphonie sévére due a des cordes vocales cicatricielles (Voice
Handicap Index [VHI] > 60/120). La FVS était préparée et injectée dans une ou deux cordes
vocales. Le critére de jugement principal était la faisabilité, le nombre et la gravité des effets
indésirables liés au traitement & base de FVS. Les criteres d'évaluation secondaires étaient les
modifications du bilan vocal, de la vidéo-laryngo-stroboscopie et de I'auto-évaluation de la
dysphonie et de la qualité de vie, a 1, 6 et 12 mois apres injection.

Résultats : La sécurité et la faisabilité étaient évidentes puisque ne sont survenus que des
événements indésirables liés a la liposuccion et a I’injection de FVS qui étaient prévus et se
sont résolus spontanément pour la plupart. Un patient a nécessité des massages par un
kinésithérapeute pour drainer un hématome au niveau des zones de liposuccion et un autre
s'est plaint d’une géne esthétique liée a un défect adipeux au niveau du site de liposuccion. A
12 mois, le VHI était amélioré chez tous les patients, avec une amélioration moyenne par
rapport aux valeurs initiales de 40,1 + 21,5 points (p = 0,012). Sept patients ont été considérés
comme répondeurs soit une amélioration > 18 points correspondant a la différence minimale
cliniqguement pertinente pour le VHI. Une tendance a I'amélioration de la raucité de la voix
dans l'analyse perceptive a également été observée. Les principales limites étaient celles d'une
étude pilote (nombre limité de patients, différentes étiologies de cordes vocales cicatricielles
impliquées, essai ouvert sans groupe témoin).

Conclusion : Cette étude valide la sécurité de 1'injection autologue de FVS d’origine adipeuse
dans les cordes vocales cicatricielles et suggére une efficacité potentielle qui devra étre
confirmée par la réalisation d'un essai clinique randomisé, versus placebo, sur une population
plus importante.

MOTS-CLES

Cellules souches d’origine adipeuse, Cellules souches mésenchymateuses, Thérapie cellulaire,
Fraction vasculaire stromale, Corde vocale, Fibrose, Cicatrice, Sulcus, Dysphonie.



