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1.1. La pathologie laryngo-trachéale 

La laryngectomie totale réalise l’exérèse complète du larynx, du cricoïde, à l’os hyoïde 

(figure 1). Une fois le pharynx refermé par plusieurs plans muqueux et musculaires, le conduit 

digestif devient totalement séparé du conduit aérien. L’extrémité proximale de la trachée est 

amarrée à la peau via un trachéostome définitif. La laryngectomie totale (figure 2) est 

indiquée lorsque l’extension locale de la tumeur primitive contre-indique la réalisation d’une 

laryngectomie partielle fonctionnelle et lorsqu’un protocole de conservation d’organe 

(chimio-radiothérapie) est impossible ou en situation d’échec. La première laryngectomie 

totale a été réalisée en 1873 par Christian Billroth. Le patient est décédé dans le mois suivant 

l’intervention. Plus de 100 ans après, la survie à cinq ans des sujets laryngectomisés, tous 

stades confondus, dépasse 43% (Akduman et al., 2010). Si cette intervention chirurgicale 

accorde une espérance de vie satisfaisante, elle entraine des difficultés majeures dans la vie 

quotidienne des patients. 
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Figure 1 : le larynx, schéma d’une coupe sagittale (issu de “Anatomy of larynx” University of 

Pittsburgh Medical Center) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : schéma avant (à gauche) et après (à droite) laryngectomie totale (InHealth 

Technologies, Carpinteria, CA) 

 

 

Les conséquences d’une laryngectomie totale sont : 

· séparation du système respiratoire et digestif, 

· trachéostomie définitive, 

· perte de la phonation laryngée, 

· perte de la respiration bucconasale, 

· perte totale de l’odorat, 

· perte de l’étanchéité cutanée au niveau du trachéostome (au contact de l’eau). 

· perturbation de l’image corporelle, 

· perte des efforts à glotte fermée (ayant des conséquences sur la défécation, l’acte sexuel 

chez l’homme). 
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Chaque année en France 1800 laryngectomies totales sont pratiquées (Haute Autorité de 

Santé, 2007). Actuellement, seule la réhabilitation vocale est possible et ce par des mesures 

palliatives, à savoir la voix oesophagienne, la fistule trachéo-oesophagienne avec prothèse 

phonatoire, les fistules chirurgicales et l’électrolarynx. Le handicap, créé par la perte du 

larynx, aboutit à des difficultés importantes de réinsertion sociale et constitue un problème de 

santé publique (Babin et al., 2008). Le patient laryngectomisé présente une modification de 

l’image de soi conduisant à une altération de sa relation aux autres et un isolement social. De 

plus, la présence d’une trachéotomie définitive aurait un impact plus négatif sur la qualité de 

vie que ne l’est la perte de la voix (Boscolo-Rizzo et al., 2008).  
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1.2. Etat de l’art dans la reconstruction du larynx  

La très grande majorité des travaux de recherche dans le monde s’est axée sur la 

réhabilitation vocale (Hobson and Carney, 2011 ; Singer et al., 2012), mais peu d’études 

s’intéressent à la suppression de l’orifice de trachéostomie, imposant de rétablir un passage 

commun entre les voies  respiratoires et digestives.  

Il reste un important champ de recherche pour la réhabilitation du patient laryngectomisé. 

Le larynx, carrefour entre les voies aériennes et digestives, est un organe complexe 

nécessitant pour sa reconstruction soit une greffe complète de larynx, soit la création d’un 

larynx artificiel comprenant 2 structures associées : 1) une structure rétablissant la fonction de 

sphincter laryngé ; 2) une structure prolongeant la trachée restante après laryngectomie totale. 

La reconstruction de trachée est un préambule à la reconstruction d’un larynx artificiel et fait 

l’objet de nombreux travaux de recherche.  

 

1.2.1. Voies de recherches actuelles dans la reconstruction trachéale 

 

La recherche d’un substitut trachéal idéal fait l’objet de nombreuses études, et ce 

depuis plus de 50 ans. Avec un objectif différent de celui du larynx artificiel, mais avec une 

problématique identique, d’autres équipes travaillent sur le remplacement trachéal. Pour les 

cas de  lésions trachéales tumorales ou traumatiques étendues à plus de la moitié de la trachée 

chez l’adulte ou du tiers chez l’enfant,  l’anastomose directe est  impossible à effectuer, même 

sous couvert d’une mobilisation trachéale maximale. Les résections trachéales étendues 

demeurent un problème chirurgical non résolu en termes de reconstruction. De nombreux 

matériaux de remplacement ont été testés (Grillo, 2002, 2003a, b) sur les modèles animaux. 

Ces matériaux incluent les prothèses synthétiques (Dodge-Khatami et al., 2003), les homo et 

allogreffes trachéales (Neville et al., 1976; Tojo et al., 1998), les autos et allo-transplantations 

tissulaires (Davidson et al., 2009; Kim et al., 2012; Martinod, 2012; Martinod et al., 2001b; 

Seguin et al., 2009b; Wurtz, 2010), et l'ingénierie tissulaire (Delaere and Hermans, 2009; 

Macchiarini et al., 2008; Yang et al., 2012; Zhang et al., 2009). L'équipe du Professeur 
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Martinod (Martinod, 2012; Martinod et al., 2001a; Martinod et al., 2005; Seguin et al., 2009a) 

a utilisé une allogreffe aortique, associée à une prothèse en silicone, comme substitut trachéal.  

Les résultats d’abord obtenus chez la brebis ont été spectaculaires avec l’ablation du tube de 

silicone au bout de 6 mois et la transformation de l’aorte en une véritable trachée comportant 

des cartilages organisés en anneaux et recouverts d’un épithélium mucociliaire. Les résultats 

préliminaires rapportés chez l’homme sont contradictoires. Sur 6 patients opérés, avec un 

suivi moyen de 34 mois, 4 sont en vie et aucun n’a pu bénéficier de l’ablation du tube de 

silicone (Wurtz et al., 2010). Par ailleurs les phénomènes de régénération du tissu aortique en 

structure cartilagineuse semblent retardés chez l’homme, puisqu’ils ne sont que partiels à 34 

mois. 

Malgré l’indéniable portée de ces résultats, l’utilisation de ce greffon aortique semble 

difficile à proposer dans le cadre d’une reconstruction laryngo-trachéale. En raison de sa 

flaccidité initiale et l’impossibilité chez l’homme de retirer la prothèse en silicone, il ne peut 

supporter l’association d’une valve supérieure qui remplacerait la fonction du sphincter 

laryngé. 

 

 

 

1.2.2. Voies de recherche actuelles dans la greffe de larynx 

 

Deux allogreffes de larynx ont précédemment été décrites (Birchall et al., 2006; 

Strome et al., 2001; UC Newsroom, 2011). La première greffe de larynx a été réalisée en 

1998 par l’équipe du Dr Marshall Strome (Strome et al., 2001). En 2001 les auteurs ont 

publiés la procédure chirurgicale et les résultats cliniques avec un suivi de 40 mois. Le 

patient, âgé de 40 ans, présentait un larynx non fonctionnel avec nécessité de trachéotomie 

suite à un accident à l’âge de 20 ans. 4 ans après l’implantation, le larynx était objectivement 

réinnervé (validée par électromygraphie laryngée), mais la trachéotomie n’a pas pu être 

fermée (Lorenz et al., 2004). De plus, les procédures nécessitaient le recours à un traitement 

immunosuppresseur. Les indications retenues de cette intervention étaient les laryngectomies 

pour traumatisme ou tumeurs bénignes et les laryngectomies pour cancer 5 ans après une 

survie sans récidive. La laryngectomie totale est pratiquée dans la majorité des cas  pour le 

traitement des carcinomes épidermoïdes pharyngo-laryngés. Il est admis qu’un patient sous 

traitement immunosuppresseur pour une allogreffe a trois à quatre fois plus de risque de 
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développer une tumeur maligne que la population générale (Leon et al., 2008). Il existe de 

plus une évidence indirecte d’effet synergique entre un traitement immunosuppresseur au long 

cours et des antécédents de consommation d’alcool et de tabac dans le développement de 

cancers de la tête et du cou (Saigal et al., 2002). De plus, après de tels cancers, l’incidence du 

risque de développer un second cancer est élevé, estimé entre 9,1% (Jones et al., 1995) et 23% 

(Cooper et al., 1989). Dans ces conditions il semble difficile de proposer un traitement 

immunosupresseur, même à 5 ans d’une chirurgie, à un patient présentant un antécédent de 

carcinome épidermoïde de la tête et du cou (Hall and Narula, 2012). 

Grâce aux techniques de bioingénierie tissulaire, un transplant de larynx obtenu a 

partir d’un larynx humain décellularisé a fait l’objet d’une publication récente (Baiguera et al., 

2011). L’innovation technique est l’absence de recours à un traitement immunosupresseur lors 

de l'implantation. Cependant il reste à déterminer les modalités de réinnervation d’un tel 

transplant afin de le rendre fonctionnel. 
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1.3. Développement du larynx artificiel 

 

Notre équipe s’intéresse depuis une décennie à la conception d’une prothèse laryngée 

implantable remplaçant les fonctions du larynx  (Debry et al., 2003; Dupret-Bories et al., 

2011; Schultz et al. 2004, 2007, 2010; Vrana et al. 2011). Elle associe une structure rigide 

inamovible et une structure amovible biofonctionnelle. Deux types d’études ont été menées en 

parallèle : 1) la recherche d’un substitut trachéal idéal, composée d'une structure inamovible, 

qui vise à prolonger la trachée proximale restant après laryngectomie totale; 2) le 

développement d'une valve supérieure, composée d'une structure amovible, synchronisant les 

fonctions respiratoire et digestives. 

La structure rigide inamovible, visant à remplacer un segment trachéal, doit 

représenter un support suffisamment rigide pour y insérer en proximal la valve, néo-fonction 

sphinctérienne s’ouvrant à la respiration, se fermant lors du passage du bol alimentaire et 

incluant au mieux une capacité phonatoire (figure 3). Le larynx possédant des tissus 

comparables à la trachée à l’exception des cordes vocales (enveloppe externe constituée de 

périchondre et de tissu conjonctif, cartilage en dedans recouvert d’un épithélium squameux 

cilié pseudostratifié), les reconstructions trachéales constituent un préambule aux 

reconstructions laryngées. 

La  restauration de la fonction laryngée devrait se faire en plusieurs étapes. La 

première étape consisterait à prolonger le segment trachéal proximal restant après 

laryngectomie totale, par un biomatériau totalement intégré. La deuxième étape comprendrait 

l’ajout d’une valve supérieure remplissant la fonction de sphincter.  

 

 

 

 

 

Figure 3 : Schéma de la prothèse trachéale inamovible avec valve supérieure : larynx artificiel 

(schéma de la trachée issue de The McGrow-Hill compagnies, Inc) 
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1.3.1.  Développement d’une prothèse trachéale en titane poreux 

 

Les travaux antérieurs de notre équipe (Schultz et al., 2004, 2007) ont permis la mise 

au point d’un biomatériau constitué d’un assemblage de microbilles de titane. Notre choix 

s’est porté sur le titane puisqu’il est couramment employé pour des applications en chirurgie 

orthopédique et maxillofaciale en raison de ses propriétés biomécaniques et de sa stabilité 

électrochimique. Le titane est par ailleurs un métal inerte et non toxique. Il est considéré 

comme étant peu sensible aux bactéries et aux moisissures. Sa rigidité lui permettrait de jouer 

un rôle de soutien en remplacement de plusieurs anneaux trachéaux. Notre équipe a conçu il y 

a quelques années un biomatériau poreux constitué d’un assemblage de microbilles de titane. 

Les porosités entre les microbilles sont destinées à favoriser l’intégration du biomatériau par 

une colonisation cellulaire provenant des tissus environnants. Un tube creux destiné à 

prolonger ou remplacer une portion de trachée a donc été réalisé. Après sa mise en place par 

résections sutures trachée-prothèse, les tissus entourant la prothèse doivent combler les 

porosités et fournir un réseau vasculaire destiné à nourrir et à oxygéner un épithélium de 

repousse endoluminal provenant des extrémités trachéales. 

 

 

1.3.2. Etudes antérieures sur le remplacement trachéal par prothèse en 

titane poreux 

 

L’implantation de prothèses trachéales en titane poreux chez le rat a montré une 

intégration rapide de la prothèse par un tissu de colonisation vascularisé puis épithélialisé en 

endoluminal avec des survies supérieures à 1 an (Schultz et al., 2002; 2004) (figure 4). Ces 

données ont encouragé notre équipe à poursuivre l’expérimentation chez la brebis dont le 

diamètre trachéal est très proche de celui de l’homme (ten Hallers et al., 2004). Une étude à 

court terme (6 mois) portant sur 6 animaux a été menée avec une bonne intégration du 

matériel, mais un faible taux de survie (Schultz et al., 2007). L’implantation des prothèses en 

un temps et sans tube de silicone endoluminal (même protocole opératoire que celui 

précédemment mené chez le rat) conduit à une sténose des anastomoses trachée-prothèse 
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(Figure 5) avec une épithélialisation endoprothétique faible. Les décès précoces observés chez 

la brebis et chez le rat étaient majoritairement provoqués par une obstruction de la lumière 

endoprothétique suite à une prolifération de tissu fibroblastique et inflammatoire aux zones de 

jonction prothèse-extrémités trachéales. 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : analyse histologique de la face endoluminale d’une prothèse trachéale en titane 

poreux observée en microscopie optique après coloration. 

B : bille de titane, cc : cellules ciliées, ca : cellule calciforme, L : lumière endoprothétique 

 

 

 

5 µm 
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Figure 5 : analyse macroscopique d’un bloc cervical (brebis, étude précédente)  

Visualisation d’une sténose au niveau de la jonction extrémité trachéale-prothèse en titane 

poreux. Les sténoses des zones de jonction représentent la principale cause de décès au cours 

de l’étude précédente réalisée chez la brebis (mode d’implantation en 1 temps de la prothèse 

trachéale en titane poreux sans tube de silicone endoprothétique) 

 

 

1.3.3. Du remplacement d’un segment trachéal par prothèse en titane 

poreux au larynx artificiel  

 

Le travail présenté dans ce mémoire s’articule autour de six publications.  

Ayant pour objectif de réduire les sténoses endoluminales des prothèses de trachée en titane 

poreux et ainsi d’améliorer la survie des animaux, nous avons testés, sur la brebis 5 

techniques chirurgicales différentes d’implantation dans une même unité de temps. Les 

résultats de ces implantation sont analysés dans le premier article (Dupret-Bories et al., 2011).  

Pour améliorer la colonisation des prothèses en titane poreux, un polymère biodégradable à 

base de PLLA (poly(acide l,-lactique)), comblant les pores des prothèses en titane, a été 

utilisé. Le deuxième article (Vrana et al., 2013) est à considérer comme le chapitre 
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« Matériels et méthodes » des 2 deux articles suivants. Nous décrivons des procédures des 

expérimentations in vivo et in vitro menées sur les prothèses en titane poreux associant le 

polymère PLLA. Le troisième article (Vrana et al., 2011) décrit essentiellement la technique 

de préparation et de mise en place du polymère et les résultats in vitro de son comportement 

sur la prolifération cellulaire.  

Le quatrième article (Vrana et al., 2012) détaille les résultats des tests in vivo d’implantation 

de ce système hybride en remplacement trachéal chez le lapin.  

En parallèle, nous nous sommes intéressés à l’intégration des prothèses en titane 

poreux en fonction de la taille des billes. Des tests in vitro et in vivo (modèle lapin) ont été 

menés avec 3 types de tailles de billes : 150 µm, 300 µm et 500 µm. Les résultats sont 

détaillés dans le cinquième article (Vrana et al., 2013). 

Suite à l’ensemble de ces résultats, nous avons réalisé la première application clinique 

mondiale du larynx artificiel ("Implantation of an artificial larynx after total laryngectomy", 

Protocol NCT01474005, http://clinicaltrials.gov/). Un premier patient, ayant subi l’ablation 

du larynx pour raison carcinologique, a été implanté avec une prothèse de larynx artificiel 

fonctionnelle en 2 étapes chirurgicales au CHU de Strasbourg. La procédure chirurgicale et 

les résultats de cette première implantation clinique sont détaillés dans le sixième article 

(Debry et al., 2013, Head and Neck, soumission).  
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2.1 Les prothèses de trachée 

2.1.1 Les prothèses de trachée en titane poreux 

 

Les prothèses destinées à être implantées en remplacement trachéal (figure 6) sont 

manufacturées par la société PROTiP (http://www.protipmedical.fr). Les prothèses utilisées 

sur les modèles animaux sont formées d’un assemblage de billes de titane de 400-500 µm de 

diamètre (Schultz et al., 2002). Le titane est produit selon les standards AFNOR (Association 

Française de NORmalisation) à partir du Ti40 utilisé par ailleurs pour certaines applications 

comme matériel chirurgical. Les billes sont placées dans un moule de forme finale désirée 

puis soudées entre elles sous l’action d’un courant de décharge. La porosité entre chaque bille 

est de l’ordre de 150 µm, soit une porosité d’environ 35%. Les prothèses sont constituées de 

couches de billes fusionnées sous la forme d’un tube. Les dimensions de chaque prothèse sont 

variables en fonction du modèle animal utilisé (tableau 1).  3 à 6 trous sont situés à chaque 

extrémité de la prothèse, pour permettre les sutures prothèse-extrémités trachéales. 
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Figure 6 : prothèse de trachée utilisée chez le lapin 

 

 

 

 

Animaux Hauteur de 

la prothèse 

Diamètre 

interne 

Diamètre 

externe 

Nombre de 

couches de 

billes 

Brebis 30 mm 19,7 mm 23 mm 4 

Lapins 20 mm 7 mm 10 mm 3 

Tableau 1: Dimensions des prothèses de trachée en titane poreux en fonction du modèle 

animal 
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2.1.2 Les tubes en silicone 

 

Des tubes de silicone (stents) sont utilisés en calibrage endoluminal des prothèses en 

titane poreux implantées en remplacement d’un segment trachéal. Leur dureté est de 50 shore. 

Leur dimension est variable en fonction du modèle animal utilisé (tableau 2). Ils dépassent de 

10 mm (modèle lapin) à 25 mm (modèle brebis) à chaque extrémité des prothèses, permettant 

une protection des anastomoses extrémités trachéales-prothèse. 

Les prothèses et tubes de silicone sont stérilisés par autoclavage avant implantation.  

 

Animaux Hauteur  Diamètre 

interne 

Brebis 80 mm 19 mm 

Lapins 40 mm 5 mm 

Tableau 2: Dimension du tube de silicone en fonction du modèle animal 
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2.2. Le larynx artificiel 

 

Le larynx artificiel (Figure 7) est constitué d’une partie inamovible et d’une partie 

amovible. 

Les essais cliniques du larynx artificiel ont été conduits en collaboration avec les Hopitaux 

Universitaires de Strasbourg.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Schéma du larynx artificiel. 

2.2.1. Partie inamovible du larynx artificiel 

 

La partie inamovible du larynx artificiel est composée de titane pur et de titane poreux. 

Le titane poreux est assemblé sous la forme d’une bague inférieure faisant la jonction avec la 

partie supérieure de la trachée. 

Aux extrémités supérieure et inférieure du larynx artificiel se situent des trous permettant de 

rattacher par suture la prothèse à la base de langue (extrémité supérieure) et à la trachée 

(extrémité inférieure).  
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2.2.2. Partie amovible du larynx artificiel 

 

La partie amovible du larynx artificiel est un conduit qui possède 2 extrémités 

fonctionnelles. A son extrémité inférieure, on trouve une liaison mécanique permettant son 

maintien sur la bague trachéale, en empêchant notamment tout mouvement de rotation. Son 

extrémité supérieure possède un système de double valves qui s’ouvrent et se ferment avec le 

passage d’air. La dépression créée par les poumons lors de la phase inspiratoire ouvre une 

valve dite inspiratoire (vers le bas). La surpression créée par les poumons lors de la phase 

expiratoire ou d’expectoration ouvre une valve dite expiratoire (vers le haut). La valve 

inspiratoire possède une légère résistance à l’ouverture afin d’éviter que, sous son propre 

poids, le bol alimentaire n’abaisse la valve et ne passe dans la trachée puis les poumons. 

 

 

 

2.2.3. Le tube de silicone 

 

Un tube de silicone est placé dans la lumière de la partie inamovible de manière 

transitoire afin de calibrer les zones de jonction prothèse/extrémité trachéale. Le tube est en 

silicone de grade médical (70 shores, diamètre 20 mm). 
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2.3. Les plaques en titane poreux 

 

Des plaques en titane poreux de forme carrée de 10 mm de côté et 1,5 mm d’épaisseur 

ont été utilisées pour les expérimentations décrites dans le  cinquième article.  

Les plaques ont été séparées en 3 groupes en fonction du diamètre des billes utilisées à savoir 

150-250 µm, 300-400 µm et 400-500 µm (Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Plaques en titane poreux avec 3 tailles de bille (150-250 µm à gauche, 300-400 µm 

au centre et 400-500 µm à droite). 

 



Partie 2 : Matériels et Méthodes  

 35

2.4. Les modèles animaux, les procédures d’anesthésie 

et d’euthanasie 

2.4.1. Le modèle brebis 

 

Des brebis (n=11), âgées de 4 à 11 mois et pesant en moyenne 60 kg ont été utilisées 

pour l’étude décrite dans le premier article. Chaque animal était logé et nourri en accord avec 

les recommandations du Guide pour le bien-être des animaux de laboratoires (Guide for the 

care and use of laboratory animals, 2010). Les interventions d’implantation et d'explantation 

ont été réalisées à l’IMM recherche (Institut Mutualiste Monsouris, Paris, France). 

Chaque procédure chirurgicale a été réalisée sous anesthésie générale. Après une 

prémédication par kétamine (6mg/kg) en intramusculaire, l’induction anesthésique était 

obtenue par une injection intraveineuse de sodium thiopenthal (10mg/kg). L'anesthésie était 

maintenue par ventilation après intubation endotrachéale avec de l'halothane inhalée (1-2% 

d’isoflurane et 100% d’oxygène). Une antibioprophylaxie par injection intraveineuse de 

Cefamandol (15mg/kg) couvrait l’ensemble de la chirurgie. L’analgésie post opératoire était 

entretenue par une injection de morphine sodique en intramusculaire (0,2 mg/kg) durant 5 

jours. 

Les animaux ont eu accès à l’eau et à la nourriture ad libitum. Leur état de santé a été 

contrôlé plusieurs fois par jour avec une pesée des animaux hebdomadaire.  

A la fin des protocoles d’expérimentation ou lors de l’apparition de signes de 

souffrance de l’animal non résolus par traitement médical et avant d’atteindre le point limite, 

les brebis ont été euthanasiées. Le protocole d’euthanasie comprenait une induction 

d’anesthésie par propofol en intraveineux (2mg/kg, Diprivan® 500 mg/50 ml, AstraZeneca)  

suivie d’une injection intraveineuse de chlorure de potassium (120 à 250 ml, B.BRAUN 10% 

(0,1 g/ml)).  
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2.4.2. Le modèle lapin 

 

Des lapins femelles néo-zélandais blancs (mieux connu des chercheurs sous le nom de 

New Zealand White) (n=15), âgées de plus de 4 mois et pesant en moyenne 2.5 à 3 kg ont été 

utilisés pour les expérimentations décrites dans le troisième, quatrième et cinquième article.  

Chaque animal a été nourri en accord avec les recommandations du Guide pour le bien-être 

des animaux de laboratoires (Guide for the care and use of laboratory animals, 2011). Les 

interventions d’implantations et d’explantations ont été réalisées au laboratoire de Virologie 

de la Faculté de Médecine de Strasbourg. 

Les procédures chirurgicales ont été réalisées sous anesthésie générale. L’induction 

anesthésique a été obtenue par un mélange de kétamine (30mg/kg, KETAMINE 500®,  

VIRBAC, France), de Xylazine (3mg/kg, Rompun® 2%, Bayer SA-NV, Belgium) et de 

midazolam (0.2mg/kg, Hypnovel®, 5mg/5ml, Roche Pharma, Austria) en intramusculaire en 

paravertébrale. ½  dose de ce mélange a été réinjectée au cours de l’intervention. Une 

oxygénothérapie à 2L/min était maintenue tout au long  de l’intervention chirurgicale. 

L’analgésie post opératoire a été entretenue par l’application d’un patch de fentanyl  (1/4 de 

patch de 12 µg de Fentanyl-Mepha®;Mepha Pharma, Austria) renouvelé à 72h. 

Les animaux ont eu accès à l’eau et à la nourriture ad libitum. Leur état de santé a été contrôlé 

plusieurs fois par jour avec une pesée des animaux hebdomadaire.  

A la fin des protocoles d’expérimentation ou lors de l’apparition de signes de 

souffrance de l’animal non résolus par traitement médical et avant d’atteindre le point limite, 

les lapins ont été euthanasiés. Une induction anesthésique était  obtenue par un mélange de 

kétamine (30mg/kg, KETAMINE 500®,  VIRBAC, France), de xylazine (3mg/kg, Rompun® 

2%, Bayer SA-NV, Belgium) et de midazolam (0.2mg/kg, Hypnovel®, 5mg/5ml, Roche 

Pharma, Austria) en intramusculaire. L’euthanasie de l’animal était ensuite réalisée par une 

injection en intra veineux (veine marginale de l’oreille) de pentobarbital (120 mg/kg, 

Pentothal ®, Ceva Santé Animale, France).  
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2.4.3. Le modèle rat 

 

Des rats mâles de la race Wistar (n=6), âgés de plus de 2 mois et pesant en moyenne 

300 grammes, ont été utilisés pour les expérimentations décrites dans le quatrième article.  

Chaque animal a été nourri en accord avec les recommandations du Guide pour le bien-être 

des animaux de laboratoires (Guide for the care and use of laboratory animals, 2011). Les 

interventions d’implantations et d’explantations ont été réalisées à l’animalerie de la Faculté 

de Médecine de Strasbourg. 

Les procédures chirurgicales ont été réalisées sous anesthésie générale par injection en intra 

péritonéale d’un mélange de kétamine (20 mg/kg, Ketamine 500®; Virbac France) et de 

midazolam (10 mg/kg, Mydazolam®; Mylan, France).  

Les animaux ont eu accès à l’eau et à la nourriture ad libitum. Leur état de santé a été 

contrôlé plusieurs fois par jour avec une pesée hebdomadaire des animaux. 

A la fin des protocoles d’expérimentation les rats ont été euthanasiés par une injection 

intrapéritonéale de pentobarbital (100mg/kg, Pentothal ®, Ceva Santé Animale, France) 
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2.5. Analyses histologiques 

 

Les explants ont été obtenus selon une résection en bloc, emportant les tissus 

environnants et la prothèse en titane (ou plaque en titane poreux) et ont été fixés dans du 

formol à 10%. 

Les analyses histologiques ont été réalisées à l’Institut Biomatech (Chasse sur Rhône, 

France). et à l’IMM-Recherche (Paris, France). 

Les préparations des explants et les modalités d’analyse histologique ont pu varier en fonction 

du centre sélectionné pour la réalisation technique. 

 

2.5.1. Analyses histologiques à l’Institut Biomatech 

 

Les explants préalablement fixés au formol 10 % tamponné ont été déshydratés dans 

des bains d'alcool de concentration croissante, clarifiés au xylène et inclus en PMMA 

(polyméthyleméthacrylate). Pour chaque explant, une section longitudinale centrale a été 

réalisée selon une technique de coupe à la scie diamantée et de microponçage adaptée de 

Donath (Donath and Breuner, 1982). Les sections histologiques obtenues ont été colorées au 

Paragon modifiée. Une évaluation qualitative et semi-quantitative a été réalisée selon la 

norme ISO 10993 : « Evaluation des dispositifs médicaux ». L’intégration tissulaire, la 

tolérance locale des implants (cellules inflammatoires, néovaisseaux, nécrose, débris 

particulaires) ont été analysées. Les lames ont été observées à l’aide d’un microscope optique 

NIKON Eclipse E600 muni des objectifs x4,x10, x20, x40 et des microphotographies ont été 

réalisées. 

 

2.5.2. Analyses histologiques à l’IMM-Recherche 

 

Les pièces, préalablement fixées dans 10% de formaldéhyde pour être préservées, ont 

été déshydratées dans des bains contenant des concentrations croissantes d’alcool puis 
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incluses dans de la paraffine. Des coupes de 5µm d’épaisseur (une horizontale sous l’anneau 

plein de titane et deux verticales au dessus et au dessous de l’anneau) ont été réalisées à l’aide 

d’un microtome HM 350 et colorées par hématoxyline-éosine-safran visibles par microscopie 

optique (Nikon Eclipse E 600). L’intégration tissulaire des explants, les réactions 

inflammatoires locales, la colonisation par l’épithélium ont été analysées. 
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2.6. Produits et réactifs utilisés pour l’expérimentation 

in vitro et in vivo 

 

Nom du produit/Réactif Fournisseur Numéro de 

catalogue 

Commentaires 

Dioxane Sigma-

Aldrich 

360481 Produit toxique 

Utilisation stricte sous hotte 

PLLA  Sigma-

Aldrich 

94829, 81273 Le choix du poids 

moléculaire et donc de la 

viscosité varie en fonction 

de l’utilisation 

1)Poly(L-lactide) inherent 

viscosity ~0.5 dl/g  

2)Poly(L-lactide) inherent 

viscosity ~2.0 dl/g 

  

PRONOVA UP LVG 

(Sodium Alginate) 

Novamatrix 4200006 Viscosité basse (20-200 

mPa.s) 

Collagen type I Symatese CBPE2US100   

(Bovine) 

Pen/Strep, Fungizone Promocell C42020   

Genipin Wako 703021   

Silicon nitride probes Bruker MSCT   

with aspring constant of 

0.03 N.m
−1

. 

Trifluoroacetic acid for Sigma- 302031 Matière dangereuse 
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HPLC ,�99.0% Aldrich  

Acetonitrile, for HPLC 

,�99.9% 

Sigma-

Aldrich 

34998   

Calcein-AM Invitrogen C3100MP   

PKH26 Red Fluorescent 

Cell Linker Kit for 

General Cell Membrane 

Labeling 

Sigma-

Aldrich 

PKH26GL   

Rabbit C-Reactive Protein 

(CRP) ELISA kit 

Genway Bio GWB-9BF960   

DMSO, Bioreagent, 

�99.7% 

Sigma-

Aldrich 

D2650   

Tableau 3: Liste des produits et réactifs 
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3.1. Introduction à l’article 1 

3.2. Résumé de l’article 1  

3.3. Article 1:  

Development of a surgical protocol for the implantation of tracheal prostheses in sheep. 

Dupret-Bories A,  Shultz P, Vrana NE, Lavalle P, Vautier D,  Debry C. J Rehabil Res Dev. J 

2011;48(7) 
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3.1. Introduction à l’article 1 

Nos précédents travaux réalisés sur le rat (Schultz et al., 2002) ont montré que la 

prothèse en titane poreux est un biomatériau capable de se substituer aux anneaux trachéaux. 

Notre équipe a ensuite poursuivi les expérimentations sur la brebis (Schultz et al., 2007) afin 

de se rapprocher du diamètre trachéal de l’homme. Le protocole opératoire était une résection 

d’un segment trachéal avec remplacement par la prothèse de trachée en titane poreux nue. 

L’étude a été menée sur 6 animaux. Après 6 semaines d'implantation, 4 animaux sont décédés 

suite à une obstruction de la lumière des prothèses par du tissus fibro-musculaire au niveau 

des jonctions trachée-prothèse en titane poreux. Les 2 autres brebis ont été sacrifiées, comme 

programmé, à 3 et 6 mois. Les résultats histologiques ont montré qu’une intégration tissulaire 

des pores de la prothèse (tissu conjonctivo-inflammatoire) était visible à partir de 6 semaines 

d’implantation.  

La colonisation endoprothétique par un épithélium respiratoire était limitée sur 

quelques millimètres et ne progressait que très lentement avec la durée d’implantation. Ces 

implantations réalisées chez la brebis ont démontré que la prothèse de trachée ou le protocole 

opératoire devait être modifié.  

Nous avons choisi dans un premier temps de modifier le protocole opératoire chez la 

brebis afin d’optimiser l’acceptation au long cours de la prothèse de trachée en titane poreux.  

5 techniques chirurgicales différentes d’implantation ont été pratiquées dans une même unité 

de temps sur la brebis et une étude comparative basée sur la survie et les résultats 

histologiques a été réalisée.  
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3.2. Résumé de l’article 1 

L’objectif de cette étude est de rapporter les expérimentations réalisées chez la brebis 

dans le but de concevoir un larynx artificiel. Celui-ci se composerait d’un tube creux poreux 

prolongeant la trachée, coiffé d’une valve jouant le rôle de sphincter laryngé. Grâce à un 

partenariat industriel, notre équipe a développé un biomatériau poreux colonisable par les 

tissus cervicaux, utilisé chez l’animal pour remplacer une portion de trachée mais aussi 

destiné à terme à se substituer aux cartilages laryngés. La prothèse est un tube cylindrique 

creux composé d’un assemblage de microbilles de titane. Nous avons réalisé une étude chez le 

gros animal avec pour objectif d’établir un protocole opératoire optimal de remplacement 

trachéal. L’étude porte sur 11 brebis (n=11). 5 modes d’implantation sont comparés. Un 

protocole opératoire optimal en 3 temps a pu être établi afin de rendre une prothèse de trachée 

en titane poreux fonctionnelle : 1) lumière endoprothétique large ; 2) colonisation par les 

tissus périphériques ;  3) épithélialisation endoprothétique. Cette étude est la première étape 

dans l’élaboration d’un larynx artificiel puisqu’elle a permis de définir un biomatériau 

susceptible de prolonger la trachée afin de s’ouvrir  au niveau du carrefour des voies 

aérodigestives supérieures. 
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3.3. Article 1 
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Partie 4 : Modification de la prothèse de trachée par ajout de 

structures biodégradables 
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4.3.3. Article 4:  

Modification of macroporous titanium tracheal implants with biodegradable structures: 

Tracking in vivo integration for determination of optimal in situ epithelialization conditions.  

Vrana NE, Dupret-Bories A, Bach C, Chaubaroux C, Coraux C, Vautier D, Boulmedais F, 

Haikel Y, Debry C, Metz-Boutigue MH, Lavalle P. Biotechnol Bioeng. 2012;109(8):2134-46 
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4.1. Développement d’une prothèse hybride avec 

gradient de porosité  et suivi de son intégration in vivo, 

Article 2. Chapitre Matériels et Méthodes 

 

4.1.1. Introduction à l’article 2 

 

 

Avec la dernière étude réalisée chez la brebis (Dupret-Bories et al., 2011), nous avons 

vu que la modification du protocole opératoire pour la substitution d’un segment trachéal par 

une prothèse en titane poreux permettait d’améliorer la survie des animaux, mais n’était pas 

suffisante pour obtenir une prothèse parfaitement intégrée aux tissus.  

Comme les résultats de l’article 1 nous l’ont suggéré, nous avons modifié les 

protocoles opératoires en utilisant un tube de silicone endoprothétique pour les 

expérimentations in vivo suivantes. A cette modification de protocole opératoire, nous avons 

ajouté une modification de la prothèse de trachée en titane poreux en elle-même. L’objectif 

était de contrôler la migration des différents types cellulaires : il s'agissait  d’accélérer la 

prolifération d’épithélium respiratoire sur la face endoluminale tout en évitant les sténoses 

endoprothétiques par la prolifération excessive de tissu fibro-musculaire à travers les pores 

puis dans la lumière. Pour cela nous avons créé un implant en titane poreux hybride, c'est-à-

dire composé d'une partie organique dégradable en polymère et d'une partie inorganique non-

dégradable en titane pur. De plus, l'ensemble comportera différentes porosités adaptées au 

type de cellules à favoriser. 

Enfin, nous avons souhaité développer une méthode alternative dans le suivi in vivo de 

l’intégration des prothèses de trachée en titane poreux sans avoir recours de manière 

systématique à l’analyse histologique et à l’euthanasie de l’animal.  

Ce deuxième article, publié dans Journal of Visualized Experiments, est à considérer 

comme étant le chapitre « matériels et méthodes » des études qui seront décrites dans les 

articles suivants.  
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4.2. Résumé de l’article 2 

 

Les implants métalliques, notamment les implants en titane, sont utilisés dans de 

nombreuses applications cliniques. Afin d’obtenir des résultats satisfaisants, l'intégration de 

ces implants par les tissus doit être optimale. Pour ce faire, des implants métalliques poreux, 

constitués de microbilles de titane, ont été élaborés. La porosité entre les billes en titane est 

très avantageuse car elle permet notamment leur fonctionnalisation sans compromettre les 

propriétés mécaniques de la structure entière. Nous décrivons ici les modifications d'implants 

trachéaux en titane poreux par insertion dans les porosités d'un polymère biocompatible et 

biodégradable.  

En utilisant les propriétés physiques inhérentes telles que l'hydrophobie de titane, il a 

été possible d'obtenir des gradients de pores à l'intérieur des implants trachéaux en titane 

poreux et, en même temps, d’associer une membrane de ce même polymère dans la partie 

endoluminale. Ces gradients de pores à travers les parois de l'implant ont été obtenus à partir 

d'un polymère synthétique biocompatible et biodégradable,  l'acide poly-L-lactique (PLLA), 

par la méthode de congélation-extraction. Ensuite, des surfaces 2D nanofibrillaires ont été 

formées en utilisant une association de collagène / alginate avec une étape de réticulation par 

un agent naturel de réticulation, la génipine. Ce film nanofibrillaire a été créé par le dépôt, 

couche par couche, de deux molécules de charge opposée, le collagène et l'alginate. Par ces 

techniques, la migration des cellules fibroblastiques à travers les pores de l’implant pouvait 

être contrôlée. Un tel système est décrit pour le cas spécifique du remplacement d’un segment 

de trachée, mais il peut être adapté à d'autres organes cibles. L'analyse des résultats sur la 

migration cellulaire et les méthodes permettant de créer différents gradients de pores sont 

décrites dans cet article.  

La prochaine étape était le suivi de l’intégration de ces implants après l'implantation. 

L'analyse histologique des implants métalliques étant un processus long et fastidieux nous 

avons développé une méthode alternative pour suivre de façon régulière in vivo la réaction de 

l'hôte aux implantations.  Cette méthode était basée sur l’analyse dans le sang des taux de 

Chromogranine A (CGA) et la mesure de la Protéine C réactive (CRP).  

Les techniques, décrites dans cet article, peuvent être utilisées pour le développement 

d’implants pour lesquels un contrôle fin de la migration cellulaire est possible, et également 

pour l'analyse in vivo de l’intégration des implants sans recours systématique à l’analyse 

histologique. 
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4.1.3. Article 2 
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4.2. Développement d’une prothèse hybride avec 

gradient de porosité, étude in vitro, Article 3  

4.2.1. Introduction à l’article 3 

 

Nous avons vu dans le chapitre précédent que nos recherches se sont axées sur la 

modification de la prothèse de trachée en titane poreux afin d’améliorer l’intégration aux 

tissus. Notre équipe a développé un système hybride composé de la prothèse de trachée en 

titane macroporeux associée à un polymère microporeux biodégradable. Cette matrice de 

polymère doit avoir un gradient distinct de porosité en accord avec la croissance et la 

migration de différents types cellulaires. Elle constitue un environnement adapté à l’activité 

cellulaire. Comme nous avons pu le constater lors des expérimentations animales 

précédemment décrites (Dupret-Bories et al., 2011; Schultz et al., 2007; Schultz et al., 2002), 

pour qu’un implant trachéal soit fonctionnel, il faut un épithélium respiratoire contigu dans la 

lumière de l’implant (tapis de monocouche cellulaire). Une porosité inférieure au micromètre 

au niveau de la lumière permettrait la colonisation la face endoprothétique par des cellules 

épithéliales ensemencées, le diamètre d'une cellule ciliée humaine étant de 4 à 5 µm. Ainsi, la 

compétition entre différents tissus peut être contrôlée. Avec ce gradient de porosité on obtient 

une surface optimale pour la croissance d’un épithélium linéaire, crucial pour la fonctionnalité 

de la prothèse. 

La porosité de la prothèse en titane nue permet la migration des fibroblastes de 

l’extérieur vers la lumière, mais ne les stoppe pas au niveau endoluminal. La cellule 

fibroblastique humaine possède une longueur de 20 à 100 µm avec une largeur de 5 à 10 µm, 

alors que la taille des pores des prothèses en titane poreux est constante et de l’ordre de 150 

µm.  Ceci peut conduire à une prolifération exophytique endoprothétique de fibroblastes avec 

obstruction de la lumière (phénomène observé chez les rats et les brebis implantée sans tube 

de silicone). 

Le but est d’obtenir, avec l’ajout du polymère, un gradient de porosité qui permettrait 

de contrôler la migration des fibroblastes et notamment de bloquer leur migration et 

prolifération vers la lumière. 
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L’article 3 décrit la technique utilisée pour la création de l’implant hybride titane 

poreux/polymère PLLA et les résultats sur la colonisation cellulaire in vitro.  

 

 

 

4.2.2. Résumé de l’article 3 

 

Afin d’améliorer le taux de réussite d’implantation des biomatériaux, il est important  

d’améliorer leurs réactions face aux tissus environnants. In vivo, la prolifération incontrôlée 

de cellules inflammatoires et de fibroblastes est un facteur majeur de risque d’échec que l’on 

peut améliorer en modifiant la porosité des implants. Nous décrivons dans cet article un 

système hybride composé d'une structure de titane macroporeux remplie d'un polymère 

biodégradable microporeux. Cette matrice de polymère a la capacité de présenter un gradient 

de porosité adapté à la migration et prolifération de différents types cellulaires (fibroblastes et 

cellules épithéliales). La principale application clinique de cette prothèse hybride sera la 

prévention de la sténose due à la migration et prolifération excessive de fibroblastes dans la 

lumière des prothèses de trachée en titane macroporeux.  

Méthodologie et principaux résultats : Les pores d’une prothèse en titane poreux 

composée de microbilles de titane ont été remplis d’une solution obtenue à partir de 

poly(acide L-lactique) (PLLA) selon la technique de congélation-extraction.  Des gammes de 

porosité distinctes ont été obtenues entre la surface interne et la surface externe de la prothèse, 

caractérisées par une analyse des images acquises en microscopie électronique et par mesure 

de porosimètrie au mercure (valeurs moyennes de pores de 9.8 microns pour la face interne,  

36.7 pour la face externe). A la surface, une fine couche de PLLA a été ajoutée afin 

d’optimiser la prolifération de cellules épithéliales, ce qui a été confirmé par l’utilisation de 

cellules respiratoires humaines. Pour tester l’hypothèse que l’addition de PLLA à l’implant en 

titane permet un contrôle de la migration cellulaire des fibroblastes, des fibroblastes marqués 

par la sonde fluorescente rouge PKH26 ont été ensemencés sur les implants en titane poreux 

nu et sur implants hybrides (titane poreux/PLLA).  La migration cellulaire a été observée en 

microscopie confocale : en une semaine les cellules avaient migré rapidement et plus en 

profondeur dans l’implant en titane poreux nu comparé à l’implant hybride.  

Conclusions : Ces expérimentations réalisées in vitro ont mis en évidence la capacité 

de l’implant hybride à guider la migration des différents types de cellules, notamment celles 
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qui seront en contact lors des implantations ultérieures. Globalement ce système est capable 

de nous permettre un contrôle dans l’espace et dans le temps de la migration des cellules 

grâce à un gradient de porosité allant du macroporeux au nanoporeux à travers la paroi de 

l’implant. Les propriétés mécaniques de la prothèse restent inchangées puisqu'elles sont 

essentiellement conférées par la structure en titane de l'implant. Cela rend possible le design 

d’une structure polymérique indépendamment des caractéristiques mécaniques liées à la 

structure polymère. Ce type d'implant hybride peut être utile pour d'autres domaines 

d'application comme en orthopédie par exemple. 
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4.2.3. Article 3 
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4.3. Etude in vivo de l’implantation d’une prothèse de 

trachée hybride, Article 4 

4.3.1. Introduction à l’article 4 

 

Nous avons vu dans le chapitre précédent que la prothèse hybride titane/ polymère 

PLLA avait les capacités de contrôler la migration des différents types cellulaires lors des 

études in vitro. Cependant la surface endoprothétique nanoporeuse pouvait être encore 

améliorée par l’utilisation d’un dépôt couche par couche d'un film constitué de collagène et 

d’alginate en remplacement du film nanoporeux de PLLA déposé dans la partie endoluminale.  

Nous avons réalisés l’implantation des prothèses hybrides PLLA/titane et film de 

collagène/alginate, en remplacement d’un segment de trachée sur un modèle animal, le lapin. 

Le changement de modèle animal a été motivé par différentes raisons. Tout comme le porc, il 

est phylogénétiquement plus proche de l’homme que ne l’est la brebis. Ce modèle animal est 

particulièrement intéressant pour l’étude de pathologies cardiorespiratoires telle la 

cardiomyopathie familiale ou la mucoviscidose. Son épithélium respiratoire est très proche de 

celui de l’homme. De plus, il présente une structure anatomique du larynx, de la trachée et des 

bronches souches quasi identique à l’homme (Calasans-Maia et al., 2009). Le lapin est un 

modèle pertinent dans l’étude expérimentale sur la biocompatibilté de matériaux prothétiques. 

Il s’agit d’un animal facilement manipulable et observable, permettant de travailler sur un 

grand nombre d’individus. De plus, son coût (achat, stabulation, histologie) est beaucoup plus 

faible que celui de la brebis. Enfin, une animalerie lapin est située sur le site de la Faculté de 

Médecine de Strasbourg (laboratoire de virologie, Dr G. Prévost). Cette situation permet une 

surveillance optimale des animaux par notre équipe. Pour toutes ces raisons, nous avons ainsi 

décidé de poursuivre les expérimentations d’implantation trachéale sur le lapin blanc 

néozélandais.  

 Nous avons implanté des prothèses hybrides PLLA/titane contenant film de 

collagène/alginate, en remplacement d’un segment de trachée sur 10 lapins blancs 
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néozélandais et comparé les résultats du comblement tissulaire des pores des prothèses de 

trachée à ceux de prothèses implantées en intramusculaire.  

Nous avons réalisé un suivi régulier des animaux de manière clinique et par un monitoring des 

taux de CRP, de CGA par chromatographie en phase liquide (HPLC). Après explantation des 

analyses histologiques ont été réalisées. 

Nous avons également mis en culture des cellules épithéliales humaines, obtenues à partir de 

polypes nasaux. Ces cellules ont servies à ensemencer in situ, lors du remplacement d’un 

segment de trachée, la face endoluminale des prothèses hybrides qui avaient été 

précédemment mises en jachère dans un muscle de la cuisse.  

 L’ensemble des protocoles réalisés sur le modèle du lapin et leurs résultats sont décrit 

dans ce quatrième article.  
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4.3.2. Résumé de l’article 4 

 

Nous avons vu précédemment que les prothèses en titane macroporeux, colonisées in 

vivo par un épithélium endoluminale et par un tissu conjonctivo-vasculaire dans l’épaisseur de 

l’implant, était un transplant valable chez la brebis (Dupret-Bories et al., 2011) pour le 

remplacement d’un segment trachéal, mais nécessitait plusieurs procédures chirurgicales. Afin 

de réduire le nombre d’étapes chirurgicales et donc de simplifier la procédure, un nouveau 

biomatériau a été développé dans cette étude. Une prothèse de trachée microporeuse hybride 

PLLA/titane poreux a été développée afin de réduire le risque de sténose endoprothétique et 

d’obtenir une surface endoluminale de porosité adaptée à la migration d’un épithélium 

respiratoire. Nous avons implanté ces substituts trachéaux hybrides sur des lapins blancs 

néozélandais.  

De plus, une surface endoluminale recréant une membrane basale a été obtenue grâce 

à la méthode de dépôt couche par couche de films de collagène et d’alginate. Les résultats ont 

montré qu’une prévention du risque de sténose endoprothétique était obtenue avec l’implant 

hybride microporeux PLLA/titane.  

Afin de déterminer le temps nécessaire à l’épithélialisation de l’implant trachéal après 

implantation, nous avons réalisés des prélèvements sanguins réguliers avec mesure du profil 

de la CRP et de la CGA par HPLC et comparés ces résultats à ceux de l’analyse histologique 

des implants. Le délai moyen pour que l’épithélialisation de l’épaisseur de l’implant autorise 

une colonisation endoluminale était de 3 semaines.  Cela a été confirmé par l’attachement de 

cellules épithéliales marquées par Calcein-AM sur la surface endoprothétique visible dès 3 

semaines d’implantation. Après une élévation initiale durant la première semaine post-

implantatoire, le taux de CRP était stable et conforme à des valeurs considérées comme 

normales.  

La surface endoprothétique obtenue à partir d’alginate et de collagène déposés 

« couche par couche » était nanofibrillaire et constituait un film uniforme sans modifier la 

structure microporeuse de l’épaisseur de l’implant hybride PLLA/titane. Cette surface, sur 

laquelle sont déposées des cellules épithéliales respiratoires humaines précédemment mises en 

culture, constitue une meilleure alternative par rapport au film nanoporeux endoprothétique de 

PLLA (Vrana et al., 2011).   

En conclusion, le dépôt couche par couche de collagène et d’alginate sur la face 

endoprothétique d’implants hybrides PLLA/titane avec épithélialisation in situ de la face 
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endoluminale de l’implant représente un avantage conséquent dans la stratégie pour le 

remplacement d’un segment de trachée.  
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4.3.3. Article 4 
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5.1. Introduction à l’article 5 

 

Dans les études précédentes nous avons amélioré l’intégration de la prothèse de 

trachée en titane poreux par la modification du protocole opératoire (article 1) et l’ajout de 

polymère PLLA (article 2, 3) ainsi que d'un film nanoporeux endoprothétique de 

collagène/alginate (article 4).  

Nous n’avions jusqu’à présent pas testé l’effet de la modification de la structure en 

titane macroporeuse de la prothèse elle-même.  

Il apparaît que le contact des cellules entre elles (contact cellule/cellule) (Mills et al., 

2011) est un élément majeur favorisant leur migration et prolifération. Nous avons décidé de 

tester l'effet de la diminution de la taille des billes de titane et donc de la taille des pores (avec 

une porosité constante de 35%). Ceci doit améliorer le contact entre les cellules et ainsi leur 

prolifération entre les billes de titane.   

Trois prothèses, faites de microbilles de titane assemblées sous forme de plaque, différentes 

par la taille des billes utilisées ont été testées : 500, 300 et 150 �m de diamètre. Nous avons 

réalisé, dans cette étude, des expérimentations in vitro et in vivo sur l’intégration de ces 

implants en fonction de la taille des billes. Le comportement in vitro des fibroblastes, à savoir 

leur capacité de migration et de prolifération pour ces trois implants a été testée. La rapidité 

de l’intégration des implants, en fonction de la taille des billes, a été testée in vivo par 

l’implantation des 3 types de plaques en sous-cutané, au contact d’un muscle, sur le modèle 

animal lapin blanc néozélandais et le modèle rat Wistar.  

Les protocoles des expérimentations et leurs résultats sont résumés dans le cinquième article.  
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5.2. Résumé de l’article 5 

 

Les implants poreux constituent un terrain favorable à l’intégration par des tissus 

mous. Pour des applications cliniques en oto-rhino-laryngologie nous avons développé des 

implants constitués de microbilles de titane, l’espace entre les billes (pores) constituant un 

environnement favorable à la migration cellulaire des tissus environnants. In vivo, cette 

structure poreuse a pour but de promouvoir la progression d’un tissus fibro-vasculaire dans 

l’épaisseur de l’implant. Cependant ce processus nécessite plusieurs semaines, ce délai 

favorisant notamment les processus inflammatoires dans des sites exposés aux sécrétions 

aériennes comme la trachée. Par des études in vivo et in vitro, nous déterminons les 

conséquences entrainées par la modification de la structure de l’implant telle que la vitesse 

d’intégration de celui-ci, élément primordial pour les applications cliniques. 

Par le suivi des cellules en microscopie confocale, nous avons quantifié la distribution 

des cellules à travers les implants. Nous avons mis en évidence le fait que la taille des billes et 

la distance entre les billes modifiaient de manière significative la capacité des cellules à 

développer un contact entre elles et à combler les pores. Le marquage des cellules par des 

fluorophores a montré que plus la taille des billes était faible, meilleure était la probabilité 

d’observer un comblement des pores dans un délai de 7 jours. La taille des billes affecte 

également l’attachement et la distribution des cellules, ainsi que la production de collagène 

par les fibroblastes : la sécrétion de matrice extracellulaire (ECM) augmente lors de 

l’utilisation d'implants ayant des billes de 150 �m. L’obtention d’un comblement rapide de 

l’implant autorise également un système de co-culture in vitro, où le nombre et la distribution 

d’un second type cellulaire est boosté par la présence d’une premier type de cellules. Ce 

concept a été utilisé dans cette étude pour améliorer l’attachement des cellules vasculaires 

endothéliales en plaçant une couche première de fibroblastes. Cette technique peut être 

utilisée afin d'améliorer la vascularisation in vitro des implants.  

En réduisant la taille des billes, la colonisation globale de l’implant est 

significativement améliorée après 3 semaines d’implantation in vivo. La modification de la 

taille des billes entraine des résultats similaires chez le lapin et le rat, avec une colonisation 

plus rapide de l’implant lorsque l’on réduit la taille des billes. L’utilisation de billes de titane 
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de plus petite taille pourrait améliorer la réalisation d’un implant fonctionnel au niveau 

clinique. 

 

 



Partie 5 : Modification de la taille des billes de la prothèse de trachée, études in vitro et in vivo   

 108

5.3. Article 5 
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5.2. Résumé de l’article 6 

5.3. Article 6: 

Laryngeal replacement with an artificial larynx after total laryngectomy: is it possible to restore 

larynx functionality in the future?  

Debry C, Dupret-Bories A, Vrana NE, Hémar P, Lavalle P and Schutz P.  Head and Neck 
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6.1. Introduction à l’article 6 

 

 

Après plus d’une dizaine d’année de travail de recherche, notre équipe a réalisé la 

première implantation clinique mondiale d’un larynx artificiel chez un patient ayant bénéficié 

d’une laryngectomie totale pour raison carcinologique (Implantation of an artificial larynx after 

total laryngectomy- Protocol NCT01474005 http://clinicaltrials.gov/).  

Le larynx artificiel est constitué de 2 parties, une structure inamovible d'une part, qui vise 

à prolonger la trachée proximale qui reste après laryngectomie totale et une valve supérieure 

d'autre part, structure amovible, synchronisant les fonctions respiratoire et digestives. 

La partie inamovible est constituée d’un assemblage de microbilles de titane et de titane plein. Sa 

conception, ainsi que le protocole opératoire d’implantation, découlent directement des 

expérimentations réalisées chez le gros animal (article 1).  Les procédures d’autorisation d’un 

tel essai clinique étant très longues à obtenir, nous n’avons pu intégrer à cette prothèse les 

modifications qui auraient été nécessaires au vu des résultats des expérimentations décrites dans 

les articles 2, 3, 4 et 5. Ces éléments seront intégrés lors de la conception de nouvelles prothèses 

pour les essais ultérieurs.  

La partie amovible de la prothèse, créée grâce à un partenariat industriel (PROTiP, 

France), est formée d’un système de double valve autorisant la respiration et la déglutition.  Cette 

prothèse amovible a fait l’objet de tests cliniques parallèles pour la prise en charge de troubles 

majeurs de la déglutition au sein de notre service au CHU de Strasbourg (« Mise en place d’une 

prothèse intralaryngée avec valve trifonction dans les troubles majeurs de la déglutition », Etude 

HUS 3866). La prothèse était alors implantée, sous endoscopie, entre les cordes vocales, les 

valves surplombant le niveau des arythénoïdes de 1.5 cm. Aucune obstruction des prothèses n’a 

été mise en évidence.  

Dans cet article nous décrivons les 2 étapes chirurgicales nécessaires à la mise en place 

du larynx artificiel et analysons les résultats de cette première implantation clinique avec un suivi 

de 8 mois. L’article 6 est en cours de révision dans la revue Head and Neck.  
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6.2. Résumé de l’article 6 

 

Introduction : La laryngectomie totale induit pour les patients une perte de leur intégrité 

physique avec des retentissements psychologiques majeurs. L’objectif du larynx artificiel est de 

remplacer les fonctions laryngées et ainsi d’améliorer la qualité de vie des patients devant 

bénéficier d’une laryngectomie principalement pour raison carcinologique.  

Méthodes: Nous rapportons, avec un suivi de 8 mois, le premier cas d’implantation d’un 

larynx artificiel chez un patient ayant bénéficié d’une laryngectomie totale pour un carcinome 

épidermoïde du sinus piriforme. Nous décrivons la prothèse laryngée, les 2 étapes chirurgicales 

d’implantation et le devenir du patient. Le larynx artificiel est composé de 2 structures: i) une 

prothèse inamovible incluant un anneau en titane poreux qui prolonge la trachée restante après 

laryngectomie totale, implantée lors de la première procédure chirurgicale. ii) une prothèse 

amovible constituée de 2 valves concentriques autorisant la respiration et la déglutition; cette 

prothèse est implantée sous endoscopie dans un second temps opératoire. Les suivis de la 

tolérance clinique de l’implant et de son intégration aux tissus ont été réalisés par des contrôles 

nasofibroscopiques rétrogrades via l’orifice de trachéotomie et par imagerie (tomodensitométrie, 

transit œsogastroduodénal). 

Résultats: En post-opératoire, les fonctions de respiration, déglutition, d’odorat par les 

voies aériennes supérieures ont été partiellement restaurées. Le patient a été capable de parler 

avec une voix chuchotée lors de la fermeture provisoire de l’orifice de trachéotomie. A 8 mois le 

processus de colonisation de l’anneau en titane poreux de l’implant était visible. Aucune fistule 

pharyngo-cervicale n’a été mise en évidence (transit œsogastroduodénal). 

Conclusions: La description de ce cas montre que, par l’utilisation du larynx artificiel, la 

fermeture de l’orifice de trachéotomie chez un patient laryngectomisé est envisageable de même 

que la restauration des  fonctions laryngées. Par l’amélioration de la prothèse, nous espérons 

pouvoir restaurer totalement les fonctions laryngées et ainsi éviter la réalisation d’un 

trachéostome définitif chez les patients laryngectomisés.  
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6.3. Article 6 
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Abstract:  

Background: Most patients perceive total laryngectomy as a mutilation carrying with it a 

loss of physical and psychological integrity. Thus, an artificial larynx system that can replace the 

laryngeal functions would significantly improve the life quality of the afflicted patients. 

Methods: This report presents the first case- in an ongoing clinical trial- of laryngeal 

rehabilitation using an artificial larynx following total laryngectomy for squamous cell 

carcinoma, for an eight month follow-up period. We depict the prosthesis’ features, our two-step 

surgical procedure, and the outcome. The prosthesis is formed of two parts: i) a tracheal 

prosthesis with a porous titanium junction with trachea which was implanted in the first step to 

ensure its colonization. ii) a removable part composed of concentric valves that enables 

inhalation and exhalation. The second part was implanted endoscopically. The implant was 

monitored with retrograde nasofibroscopy of the tracheal prosthesis lumen and CT scans over a 

course of eight months. 

Results: The patient’s functioning in the relevant postoperative problem areas, such as 

swallowing, breathing, and smelling has significantly improved. The patient was able to talk in a 

whispering fashion while the tracheostomy was temporarily closed. The implants porous part 

was in the process of being colonized by the surrounding tissue and no fistulas were observed 

evidenced by barium swallow. 

Conclusions: As the current case shows, tracheotomy closure can be performed, and 

laryngeal functions are restored, by means of an implant. With further improvements, this system 
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can alleviate the need for a permanent tracheostomy after total laryngectomy, while maintaining 

important larynx functions intact. 
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Introduction 

Head and neck cancer is the sixth most common cancer worldwide. In 2008, an estimated 

635,000 new head and neck cancers were diagnosed globally, including 47,500 cases in the USA 

and 95,500 in Europe 
1
. In 2012, 12,360 new cases of laryngeal cancer and 13,510 new cases of 

pharyngeal cancer were diagnosed in the United States (http://www.cancer.gov). For advanced 

tumors, the most common surgical option is a total laryngectomy, which negatively impacts 

patients’ quality of life not so much because of the loss of voice and speech abilities, but rather 

due to the conspicuous tracheostomy and its particularly deleterious physical and social 

consequences. The most significant impacts are changed patient self-image, a worsened 

relationship with their partners, reduced sexuality, and increased social isolation. Furthermore, 

some authors conclude that a definitive tracheostomy has a negative impact on adjustment 

postoperatively and that it may have a more severe impact on “Quality of Life” than loss of voice 

2
. Over 57,000 laryngectomees live in the United States, according to the International 

Association of Laryngectomees (http://www.theial.com). As yet, there is no total laryngeal 

replacement device that can considerably increase the patient’s quality of life.  

As an alternative to laryngectomy, this article proposes the use of an innovative artificial 

larynx as a replacement device. Herein we present the device’s design: a titanium prosthesis with 

a double valve system allowing the patient to breathe via the upper respiratory airways while 

avoiding the aspiration of food. Results of the device’s first clinical use within an ongoing 

clinical trial are provided.

 

 



Partie 6 : Le larynx artificiel, première application clinique   

 126

 

Materials and Methods 

Materials 

The artificial larynx (Figure 1) is the result of a collaboration between the Hôpitaux 

Universitaires de Strasbourg-France and PROTiP, a biomedical company (Strasbourg, France).  

The implant comprises two parts that independently adapt to each patient’s 

morphological features:   

i) A non-removable tracheal prosthesis (TP), made of pure, porous titanium at its 

distal extremity, designed to be sutured to the proximal trachea. A temporary 

silicone tube is inserted into the tracheal prosthesis’ lumen, offering support by 

calibrating the junction between tracheal prosthesis and proximal trachea, thereby 

preventing the development of a stenotic granuloma during wound healing. The 

TP’s safe use is derived from experimental studies on animals such as sheep and 

New Zealand rabbits 
3,4

. 

ii) A removable part (RP) also made of pure medical grade titanium, comprising a 

concentric valve system with double openings that allow air to be inhaled and 

exhaled. This RP must be implanted via endoscopy. Thanks to a micro-magnet, 

the valves remain closed at rest, and they open only when solicited by respiratory 

airflow.  

Patient 

We are reporting the case of a 65-year-old patient presenting with squamous cell carcinoma 

classified pT4pN2bM0 involving the left pyriform sinus. The patient’s history revealed an 
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anterior frontal laryngectomy performed in 2002 for squamous cell carcinoma involving the left 

vocal cord and extending to the anterior commissure, along with tobacco-induced chronic 

obstructive pulmonary disease and centrilobular emphysema. Following discussions within the 

multidisciplinary team, it was decided to perform a total laryngectomy with bilateral cervical 

lymphadenectomy. After a thorough risk-benefit assessment of the possibility of surgically 

implanting an artificial larynx, the patient provided his written informed consent to participate in 

the clinical trial “Implantation of an artificial larynx after total laryngectomy,” Protocol 

NCT01474005 (http://clinicaltrials.gov/). The trial inclusion criteria are: 18 years of age, with a 

carcinoma related airway pathology that necessitates total laryngectomy. The exclusion criteria 

are: less than 18 years of age, pregnancy, breast-feeding, contraindication against general 

anesthesia, and cases where there is an extension of the tumor (more than 1 cm) to infraglottic or 

basi-lingual. 

Tracheal prosthesis implantation via cervicotomy 

After an arciform skin incision was made four centimeters above the sternal notch, a 

second incision was performed below to accommodate a tracheotomy tube. Total laryngectomy 

and bilateral cervical lymphadenectomy were conducted according to standard surgical 

procedures, allowing for complete tumor excision with safe margins controlled under 

microscopic supervision. The proximal trachea was raised four centimeters without shifting its 

posterior part. Complete pharyngeal closure was accomplished by joining the mucosal flaps’ 

edges. The TP and the trachea’s proximal portion were joined without tension and sutured with 

six vicryl 2.0 stitches. The silicon tube (50 mm length, 20 mm diameter) was inserted into the 

prosthesis’s lumen. The upper TP was sutured to the tongue’s base using six vicryl
®

 2.0 stitches 

and temporarily closed using a cap. The infrahyoid muscles and the clavicular heads of the 
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sternocleidomastoid muscles were used to form the prosthesis’s anterior covering, with its 

posterior part contacting the pharyngeal mucosa directly. The skin and subcutaneous layers were 

then closed over four aspiration drains. 

Implantation of the removable part via endoscopy 

Four months after the first surgical intervention, the cap was removed endoscopically 

following a pharyngeal mucosa incision. The decision was made due to our previous experience 

of the average colonization time for the porous titanium in several animal models (rat, rabbit, and 

sheep) and also by endoscopical analysis of the level of colonization. The removable part was 

then positioned and held in place by a clip under radioscopic control (Supplementary Video 1). 
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 Results  

Implant Follow-up 

 The artificial larynx system is described in Materials and Methods part (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Artificial Larynx Design.  Overall design and the parts of the Artificial Larynx 

System. 

 

The positioning and the structure of the implant are as shown (Figure 2A). 

Postoperative follow-up was uneventful. Three weeks after surgery, three-dimensional 

computerized tomography scan (3D CT scan) confirmed the TP’s good positioning (Figure 

2B). A barium swallow showed the absence of fistula (Figure 2C). The patient was able to 

resume oral feeding. 
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Figure 2. First step of implantation of Artificial Larynx  (A) The Artificial Larynx 

system with the cap after the first surgical step (B) Cervical 3D CT scan showing the TP’s 

good positioning after the first implantation step (C) Barium swallow test after the first 

implantation step confirmed absence of fistula. 

 

Six weeks after surgery, the patient was treated using external-beam radiotherapy, 

directing 60 Gray (Gy) to the tumor site and 50 Gy to the cervical lymph nodes over five 

weeks. Presence of the prosthesis did not negatively affect radiotherapy, as any inflammatory 

reaction was observed. The patient complained neither of pain nor of dysphagia. Retrograde 

nasofibroscopy of the tracheal prosthesis lumen conducted on day (D) 15, revealed clean 

material with partial tissue colonization of the porous titanium beads (Supplementary Video 

2). Retrograde nasofibroscopy of the tracheal prosthesis lumen at month one, two, three and 

five after tracheal prosthesis implantation confirmed that the endoluminal walls remained 

perfectly clean, with no stenotic granulation tissue covering the trachea-prosthesis 

anastomosis. 
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Four months after the first step, in a second procedure the cap was removed after 

sectioning of the pharyngeal mucosa by microscissors and the valve system was implanted 

endoscopically. During the patient’s progressive awakening, the valves’ movements were 

verified under endoscopic control (rigid optic; 0 degree angulation) by closing the 

tracheotomy orifice manually (Figures 3B). Due to the patient’s chronic respiratory 

insufficiency, a cannula was inserted by precaution seven hours after the intervention. 

Immediately after implanting the removable part, the tracheostomy  was closed 

manually, allowing the patient to breathe through the upper airways (Supplementary Video 3). 

The patient was monitored in the intensive care unit. The patient was able to speak in an 

understandable whisper. His first words were “Merci” (Thank you). The patient can also 

speak such as counting numbers (Supplementary Video 4).  
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Figure 3. Second step of implantation of artificial larynx (A) Placement of the 

removable part (B) The valve system was functional after implantation and expiration and 

inspiration was achieved by the patient through the valve system (C) Profile view of the final, 

functional artificial larynx system, following the implantation of the removable part. The 

tracheostomy was left in position to permit swallowing test in complete safety.  

 

At D8, D15, D30, and D60 following implantation of the removable prosthetic part, 

while the patient was seen in consultation, cannula removal attempts were made during 

intervals not exceeding several hours under arterial saturation oxygen monitoring. Three main 

functions were completely or partially restored: 

i) normal breathing via the upper airways, with the tracheostomy closed, 

allowing the patient to expectorate efficiently despite the absence of the 

glottic sphincter; 

ii) speaking in an understandable whisper. Phonation time was short 

(<15’’) because of the absent glottic sphincter. Also the pharyngeal 

function was preserved and the movement of dry saliva without using 

false passages was confirmed. Tests using gelled water confirmed that 

an appropriate re-education is necessary to improve synchronization 

between respiration and swallowing; because of the potential and 

occasional problems with swallowing.  

iii) The procedure did not cause pain or discomfort, confirming our 

previous experience concerning intralaryngeal prosthesis 
5
. 
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 No systemic or local infection was observed, nor was there any subcutaneous 

inflammation. 

To summarize, during the first four months in the absence of the removable prosthesis 

part, the patient had a tracheostomy, could not speak and but was able to resume oral feeding. 

After the insertion of the removable part, the tracheostomy could be manually closed for 

periods up to many hours. During these periods normal oronasal breathing was possible, also 

the patient was able to speak with a whispering voice while the tracheostomy was closed. The 

patient had a previous tracheostoma (the first operation) and the tracheostomy was not 

permanently closed, but was demonstrated that the implant was able to function while the 

tracheostomy  was closed for extended periods, demonstrating that the permanent closure 

would be possible in the future. 

The necessity of post-operational radiation therapy actually made it more difficult to 

obtain tracheal implant colonization. However, the level of colonization under these 

circumstances is encouraging for patients who would be only treated for laryngectomy alone 

where the possible radiation therapy related fibrosis would be absent. 

Discussion  

The prevalence of squamous cell carcinomas of the upper aerodigestive tract remains 

high, and 5-year survival rates are still limited (namely, 20-50% for Stage III and 10-30% for 

Stage IV). Preserving the larynx has been a major concern over the last few decades and 

extensive clinical research has been conducted in this area 
6-8

. For advanced tumors, the 

common surgical option is total laryngectomy, of which Billroth performed the first in 1873. 

Yet this surgical intervention negatively impacts the patient’s quality of life, not only due to 

the loss of voice, but also due to the conspicuous tracheostoma and its deleterious 

consequences 
9
. At the beginning of the 20th century, therapy relying exclusively on radiation 

was made possible. In the 1970’s, induction chemotherapy with sequential radiotherapy, and 
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then later on concomitant chemotherapy, contributed to gradual improvements in patient 

outcomes. The latter alternative has become the standard of care for larynx preservation. 

There is still room, however, for improvements in this area, most notably in laryngeal 

rehabilitation techniques for cases when the larynx cannot be preserved. Circumventing the 

need for a tracheostoma would likely lessen the patient’s perception of physical and 

psychological integrity loss. Most studies conducted to date have focused on restoring normal 

phonation 
10,11

. Yet, as no technique has succeeded in suppressing the tracheotomy orifice, it 

is still necessary to re-establish a common passage between the respiratory and digestive 

pathways.  

Over the last decade, our team has focused on designing an implantable laryngeal 

prosthesis capable of replicating normal laryngeal functions 
3,12-16

. This prosthesis comprises a 

non-removable tracheal ring and a removable part. Two types of studies, conducted in 

parallel, aimed to: i) research an ideal tracheal substitute, i.e., the non-removable part (TP) 

designed to prolong the trachea 
3,17

, and ii) develop a movable part (RP), equipped with a 

valve system, designed to replace the aerodigestive crossroad. 

The TP is made of a biomaterial composed of both porous titanium and massive 

titanium. Titanium was selected because it meets certain pre-specified criteria: it makes 

radiotherapy possible, does not contraindicate magnetic resonance imaging (MRI), integrates 

with surrounding tissues by cell colonization (porous titanium), is rigid (supporting 

surrounding tissues and preserving the respiratory lumen), and resists the aggressive 

intraluminal environment (pH, bacteria, mould, and humidity). The movable part is designed 

in a way that it can be removed for MRI, which is necessary.   

Our main objective was to perform both a total laryngectomy and a laryngeal 

prosthesis implantation during the same surgical intervention, without delaying postoperative 

radiotherapy. The titanium implant did not cause any biocompatibility related issues. Re-
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establishing a common passage between the respiratory and digestive pathways enabled the 

patient to breathe via the mouth, speak in an understandable whisper, and swallow his saliva. 

All these activities were achieved while keeping the tracheotomy orifice closed. 

If necessary, the laryngeal prosthesis can be removed via cervicotomy, without 

sequelae. In this case, the preliminary tracheotomy orifice will then be transformed into a 

definitive tracheotomy, with or without implantation of a tracheoesophageal prosthesis.  

Even though there are some recent attempts to obtain laryngeal transplants, a fully 

functional artificial larynx is still not available. In the literature, there are significant 

improvements in tissue engineered trachea systems, but same level of success has not been 

reported in the area of larynx yet. Recently, Baiguera et al. developed two new types of 

laryngeal transplants obtained from decellularized sections of cadaveric larynxes 
18

. This is an 

innovative solution which would accommodate the graft completely and thus render 

pharmacological immunosuppression unnecessary, but this complex technique has not yet 

been evaluated or shown to preserve the larynx functions in clinical trials as in our case. 

Two reports of laryngeal allografts have been published, one performed in 1998 
19,20

 

and the other performed more recently. Four years after the first graft, the larynx was 

objectively re-innervated, but closing the tracheotomy was not possible 
21

. These procedures 

required long-term immunosuppression, and their main indications were: 1) trauma or benign 

tumors, or 2) cancer after progression-free survival. The immunosuppression requirement is 

hardly acceptable for patients with prior head and neck cancer
22,23

. The relative scarcity of 

laryngeal transplantation trials indicates that an implant based therapy option can be a feasible 

alternative in the area of larynx replacement. 

For the perfection of the implementation of the artificial larynx in clinical settings, we 

continue to focus on improvements in both fundamental research and clinical aspects. Further 

improvements that will be made in the future include: i) surgical technique; ii) surface 
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modifications for precise control of implant integration; iii) optimal protection of respiratory 

airways; iv) postoperative re-education 
24

. 

Conclusion 

In conclusion, we are reporting on the first patient to have undergone artificial 

laryngeal prosthesis implantation following total laryngectomy for squamous cell cancer (T4 

squamous cell carcinoma of the pyriform sinus). By demonstrating the concept’s feasibility, 

our research opens the door for further optimized laryngeal rehabilitation in the oncology 

field. The proposed solution does not delay indispensible therapeutic options or generate life-

threatening complications, for the perfection of the implementation of the artificial larynx in 

clinical settings; we continue to focus on improvements in both fundamental research and 

clinical aspects. Further improvements that will be made in the future include: i) surgical 

technique; ii) surface modifications for facilitation of implant integration to decrease the 

waiting period between two surgeries; iii) optimal protection of respiratory airways; iv) 

postoperative re-education. 

 Consequently, we continue our focus on both and currently recruiting patients for 

longer term studies to prove the effectiveness of the implant in improving patients’ quality of 

life. 

Supplementary Materials 

Movie S1. Placement of the removable part and its mode of action during inspiration and 

expiration. 

Movie S2. Colonization of the tracheal ring observed by endoscopy. 

Movie S3. The patient breathing through the implant while the tracheostoma is closed. 

Movie S4. The patient counts up to ten in French while the tracheostoma is closed. 
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Le larynx est un organe complexe jouant un rôle primordial dans les fonctions de 

respiration, déglutition et phonation. Il est le carrefour entre les voies aériennes et digestives, 

protégeant notamment, tel un sphincter, les voies respiratoires lors du passage du bol 

alimentaire.  

La laryngectomie totale aboutit à l’abouchement de la trachée à la peau via un 

trachéostome. Outre la perte de la voix, la présence de ce trachéostome définitif induit une 

altération de l’intégrité physique et une souffrance psychologique majeure. La très grande 

majorité des laryngectomies totales sont pratiquées dans le cadre de carcinomes pharyngo-

laryngés étendus. Afin de supprimer ce trachéostome définitif, en rétablissant la 

communication entre les voies aériennes et digestives, notre équipe a créée un larynx artificiel 

formé d’une structure prolongeant la trachée et d’une double valve remplissant le rôle de 

sphincter. Ne nécessitant aucun recours à un traitement immunosuppresseur, le larynx 

artificiel est composé de biomatériaux alliant le titane poreux, le titane plein, le silicone et les 

traitements de surfaces. 

Les implants destinés à se substituer aux cartilages laryngés ou trachéaux doivent se 

rapprocher des qualités biofonctionnelles de l’arbre respiratoire, c'est-à-dire être suffisamment 

rigides pour éviter un collapsus des voies aériennes et être imperméables à l’air ou aux 

liquides. Les implants doivent être biocompatibles et capables de s'intégrer sans entraîner de 

réaction de rejet ou se dégrader dans les tissus environnants. Les voies respiratoires n'étant 

pas stériles, les biomatériaux sont par ailleurs supposés résister aux agressions bactériennes et 

limiter cette colonisation. 

Schultz et al. ont réalisé des implantations de prothèses trachéales en titane poreux nu 

chez le rat (Schultz et al., 2002) avec des résultats encourageants qui les ont autorisés à 

procéder à l’implantation de prothèses trachéales chez la brebis (Schultz et al., 2007). Les 

premières implantations réalisées chez la brebis ont démontré une bonne tolérance immédiate, 

la période post-opératoire n'étant pas suivie de complication.  Les complications et les décès 

sont survenus secondairement après infection et obstruction prothétique. L'obstruction des 

implants était due à un épaississement des moignons trachéaux par développement d'un 

granulome inflammatoire qui favorisait la stase bronchique qui était à l'origine d'infections 
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pulmonaires et de la formation de croûtes voire de bouchons muqueux. Des zones de nécrose 

étaient également présentes aux jonctions extrémités trachéales-prothèse. 

Une deuxième étude chez la brebis, décrite dans le troisième chapitre de ce travail, 

suggérait que la calibration endoprothétique par un tube de silicone autorise une survie longue 

des animaux en entravant la formation des zones de sténose et de nécrose. Cependant, la face 

endoprothétique n’était que partiellement couverte par un épithélium respiratoire et ce 

uniquement pour les brebis aux survies longues (plus de 172 jours). L’importance de la 

calibration endoprothétique par un tube de silicone a pu être établie et a été être prise en 

compte pour les études suivantes. Aussi, la présence nécessaire d’un épithélium respiratoire 

devait encore être obtenue. 

La couverture de la face endoprothétique par un épithélium est la clé du succès de ce 

type de reconstruction. Le rôle de l’épithélium est d’isoler et de protéger les tissus sous-

jacents du milieu externe composé de sécrétions, d’air et de micro-organismes. Il doit 

favoriser le transport de l’air du larynx aux poumons et inversement, mais conduire les 

sécrétions bronchiques dans une seule direction vers les cavités pharyngolaryngées (rôle des 

cils vibratiles). Afin d’améliorer la couverture endoprothétique par un épithélium respiratoire, 

un polymère à base de PLLA a été utilisé en comblement des pores de la prothèse. Les 

résultats in vitro, et in vivo, décrits dans les chapitres 4, 5 et 6, de l’implant trachéal hybride 

PLLA/prothèse en titane poreux sont très prometteurs. Celui-ci, de par sa composition et le 

gradient de porosité qu’il crée au sein même de la prothèse favorise la migration des 

fibroblastes à partir de la périphérie tout en empêchant leur prolifération exophytique dans la 

lumière de la prothèse. Il améliore ainsi la colonisation des pores de la prothèse par un tissu 

de soutien nécessaire au développement d’un épithélium respiratoire sur la face endoluminale 

de la prothèse. De plus, l’ajout d’un film de surface (face endoluminale) de porosité encore 

diminuée, constitue le lit idéal à la migration d’un épithélium respiratoire déjà présent aux 

extrémités trachéales. 

Nous avons également testé l’influence de la taille des billes de la prothèse en titane 

poreux sur l’intégration de la prothèse in vitro et in vivo. Cette étude est décrite dans un 

septième chapitre. Il s’est avéré que plus la taille des billes était réduite, plus rapide était 

l’intégration de la prothèse par les tissus environnants.  

Suite à l’ensemble de ces résultats, nous avons réalisé la première application clinique 

mondiale du larynx artificiel. Un premier patient, ayant subi l’ablation du larynx pour raison 

carcinologique, a été implanté avec une prothèse de larynx artificiel fonctionnelle en 2 étapes 

chirurgicales au CHU de Strasbourg. La tolérance au matériel était très bonne. Le 
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rétablissement d’un néo-pharyngolarynx entre les voies respiratoires et digestives a permis au 

patient de respirer par la cavité buccale, de s’exprimer avec une voix chuchotée et de déglutir 

sa salive tout en maintenant l’orifice de trachéotomie fermé par intermittence. Cette 

application clinique nous a permis de progresser et d’améliorer pour les versions suivantes le 

concept de cette prothèse dont la faisabilité a été prouvée. L’implantation d’un larynx 

artificiel chez l’homme est une première mondiale et  laisse entrevoir, depuis les premières 

laryngectomies réalisées en 1873, un véritable espoir de réhabilitation pour les patients devant  

subir cette mutilation majeure. 

Avec des études de l’intégration de prothèse de trachée in vitro et in vivo (modèle 

brebis et lapin) et la première application clinique de larynx artificiel, ces travaux de 

recherches sont ininterrompues au sein de notre équipe chirurgicale et de l’équipe Inserm 

depuis plus de 10 ans. Notre équipe va poursuivre ces travaux dans les années à venir. Une 

des solutions très prometteuse afin d’améliorer l’intégration du larynx artificiel est la 

structuration nanométrique de surface du matériel titane pour lequel des études in vitro et in 

vivo sont en cours de réalisation.  

De plus, en collaboration avec le laboratoire NMI (Natural and Medical Sciences 

Institute) et la société Cellendes (Reutligen, Allemagne), notre équipe de recherche a obtenu 

un financement européen (EuroTransBio) pour le projet BIMot pour une durée de 3 ans. Le 

projet repose sur la mise au point d’un biocapteur de mesure en temps réel de l’oxygénation, 

du pH et de l’impédancemétrie. Ceci permet de recueillir des informations sur l'intégration 

cellulaire, la vascularisation ou encore les phénomènes éventuels d'infection ou 

d'inflammation. Nous allons mener des études in vitro et in vivo au sein de notre laboratoire. 

Ce microcapteur avec un système télémétrique permettrait de mesurer in situ l’intégration des 

biomatériaux, d’où son importance pour une surveillance continue des prothèses de larynx. 

 En conclusion, l’ensemble de nos travaux décrits dans cette thèse représente une étape 

dans la création du larynx artificiel, jusqu’à la conception d’une prothèse idéale, parfaitement 

intégrée et ceci dans des délais cours. Fort d’une première application clinique, notre souhait 

de permettre à des patients devant subir une laryngectomie totale pour raison carcinologique 

de garder une intégrité physique grâce à l’implantation du larynx artificiel est proche de 

l’aboutissement. Ces résultats nous encouragent à poursuivre nos efforts dans l’amélioration 

de la prothèse et le suivi de son intégration.  
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Agnès DUPRET-BORIES 

Le larynx artificiel : de l’in 
vitro à la première 

implantation clinique 

 

 

 

Résumé 
Objectifs : Ce travail a pour but de développer un larynx artificiel composé de 2 structures : 1) une 

structure inamovible en titane poreux prolongeant la trachée; 2) une double valve remplissant la 

fonction de sphincter. 

Matériels et Méthodes : L’intégration de la prothèse en remplacement trachéal a été testée in vitro et 

in vivo sur les modèles animaux rats, lapins et brebis.  

Suite à l’ensemble de ces résultats, nous avons réalisé la première application clinique du larynx 

artificiel. 

Résultats : 1) L’ajout d’un tube de silicone endoprothétique améliore la survie chez le gros animal; 2) 

l’intégration tissulaire de la prothèse de trachée associée à un matériel polymérique biodégradable était 

supérieure à celle des prothèses en titane poreux nu; 3) la vitesse de colonisation des prothèses en 

titane poreux était accélérée lorsque l’on diminuait la taille des billes.   

Un premier patient a été implanté avec une prothèse de larynx artificiel avec des résultats satisfaisants 

à 9 mois.  

Conclusions : Nos études concernant l’intégration de prothèses de trachées in vitro et in vivo ont 

permis de contribuer à l’aboutissement de la première application clinique de larynx artificiel. 

Mots-clés : larynx artificiel, laryngectomie totale, prothèse de trachée, titane poreux, épithélium 

respiratoire. 

 

Summary 
Background: The aim of this work is the design of an artificial larynx made of 2 elements: 1) a non-

removable bio-integrable structure designed to provide a connection with the remaining trachea; 2) a 

double valve that fulfills the sphincter function. 

Materials and Methods: In vitro and in vivo tests (rat, rabbit and sheep model) were performed to 

achieve the tracheal prosthesis integration.  Following all these results, we carried out the first clinical 

application of an artificial larynx. 

Results: i) The long-term survival of the animals was improved when an endoprosthetic silicon 

calibration tube was used; ii) tissue integration of the prostheses in porous titanium filled with 

biodegradable polymer was better than the bare porous titanium; iii) prosthesis integration was 

improved when pore size was decreased. 

A first patient was implanted with an artificial functional larynx with satisfactory results after 9 

months of implantation.  

Conclusion: The whole in vivo and in vitro studies concerning the integration of the tracheal 

prosthesis has contributed to the success of the first clinical application of the artificial larynx.  

Key words: artificial larynx, porous titanium, polymer, respiratory epithelium, tracheal prosthesis, 

total laryngectomy.   
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