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INTRODUCTION




Une des réalités cliniques a laquelle sont confrontés les praticiens, est la cicatrisa-
tion. Elle se doit d’étre optimale pour garantir le succes des différentes thérapeutiques,

allant de la simple avulsion dentaire aux plans de traitement les plus complexes.

Garante de la I’aspect esthétique, de la pérennité prothétique, du confort du patient, la cica-
trisation est déja a prendre en considération avant toute intervention. Mais dépendante de
nombreux parameétres, tels les variations interindividuelles, I’acte chirurgical en lui-méme,

elle demeure un défi, car souvent, c’est une réparation qui est obtenue.

Les mécanismes qui régissent la cicatrisation sont complexes et certains aspects
demeurent méconnus. Mais une meilleure connaissance du réle des facteurs de croissance
a permis d’¢laborer de nouveaux matériaux bioactifs capables de guider et de promouvoir

la cicatrisation. C’est le cas des concentrés plaquettaires.

A la base, les concentrés plaquettaires étaient utilisés dans la prévention et le trai-
tement des hémorragies, notamment dans le cas des thrombopénies (diminution patholo-

gique du nombre de plaquettes), des aplasies médullaires, des leucémies aigiies...

Initialement, le premier dispositif ayant été décrit comme ayant des propriétés intéressantes
sur la cicatrisation fut la colle de fibrine dans les années 70. L’idée est de comprendre
comment de la colle de fibrine, on en est arrivé aux concentrés plaquettaires autologues a

usage topique et notamment au « Platelet rich fibrin » (PRF).

Les concentrés de plaquettes semblent inclure dans leur composition, de nombreux
¢léments essentiels a la cicatrisation. Ainsi, pour comprendre les suppositions liées a
I’utilisation des concentrés plaquettaires et notamment celle du PRF, quelques rappels sur
les mécanismes de la cicatrisation permettront d’appréhender comment ces biomatériaux

autologues y participent.

Entre mythe ou réalité, ce travail propose d’analyser en quoi ces adjuvants, pour
ceux qui les utilisent sont efficaces, et pour les autres, sujet de discorde. Car a I’heure ou
I’on réve d’un matériau susceptible d’agir sur les différents tissus qui composent la sphere
orale, I’engouement actuel avec leurs multiples publications, veut que ces concentrés de
plaquettes soient ces produits capables de potentialiser la cicatrisation, qu’elle soit gingi-

vale ou osseuse.

Mais qu’en est-il réellement ?



Partie 1
PRESENTATION DES CONCENTRES
PLAQUETTAIRES
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1. QUE SONT LES CONCENTRES PLAQUETTAIRES ?

Les concentrés plaquettaires sont a la base des produits dérivés du sang utilisés
pour la prévention et le traitement des thrombopénies, donc d’un usage tres limité, réservé

au domaine de I’hématologie transfusionnelle.

Sur le plan strictement hématologique, le concentré plaquettaire correspond au surnageant

enrichi en plaquettes, obtenu aprés centrifugation de sang total prélevé sous anticoagulant.

[65]

1.1 L’ORIGINE DES CONCENTRES PLAQUETTAIRES

1.1.1 POUR QUI ?

Les concentrés plaquettaires sont collectés dans les centres d’hématologie, grace au

don de sang, pour répondre au besoin des patients, dans le cadre notamment de troubles

plaquettaires.

Les transfusions de concentrés plaquettaires bénéficient ainsi :

* aux patients souffrant de thrombopénie, lorsque la moelle ne fabrique plus de pla-
quettes ou bien lorsque celles-ci sont détruites dans la circulation ou dans la rate
* en cas de thrombopathies lorsque les plaquettes sont altérées fonctionnellement

* dans le cadre d’hémorragie déclarée ou bien pour en prévenir une (aplasie médul-

laire apres chimiothérapie)

1.1.2 COMMENT ?

A partir du sang total, il est possible de préparer différents composants sanguins

(plasma, plaquettes, globules rouges), par centrifugation, filtration et congélation.
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On entend par sang total, le sang avec tous ses constituants. De cette fagon, en fonction de

I’indication clinique, le seul élément spécifiquement indiqué, est administré au patient.

Les composants sanguins peuvent étre, ou préparés au cours du prélévement par
technique d’aphérese, ou obtenus dans un second temps a partir du traitement du sang total.
[43] Ils sont obtenus aprés étapes de centrifugation. En effet, chaque constituant ayant des

masses différentes, ils sont séparés grace a la force centrifuge. [5]

1.1.3 A PROPOS DE LA CENTRIFUGATION

La vitesse de centrifugation des cellules sanguines est fonction de leur taille, de leur
différence de densité entre elles, du liquide environnant mais aussi de la viscosité du li-

quide et de la déformabilité des cellules. Ces derniers varient avec la température. [43]

Ayant un volume et une densité plus importants, les globules rouges et les leucocytes sé-

dimentent plus vite que les plaquettes. (Voir tableau 1)

Densité moyenne (g/ml) Volume moyen (10'15 1)
Plasma 1026
Plaquettes 1058 9
Monocytes 1062 470
Lymphocytes 1070 230
Neutrophiles 1082 450
Globules rouges 1100 87

Tableau 1 : volumes et densité des composants sanguins, d’aprés [43]
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Ainsi au cours de la centrifugation, les ¢éléments se disposent comme suit :

* Le plasma riche en plaquettes ou PRP dans la partie supérieure

* Le culot globulaire dans la partie inférieure

Mais si I’on prolonge la durée de la centrifugation, on obtient :

* Le plasma acellulaire au dessus, puis ;
* Les plaquettes, juste au dessous ;
* Les leucocytes et enfin ;

* Les globules rouges dans la partie inférieure.

En fonction des composants désirés, la vitesse et la durée de la centrifugation doi-
vent varier : si I’on veut obtenir un plasma riche en plaquettes, il faut cesser la centrifuga-
tion avant que les plaquettes ne sédimentent. En revanche, si ’on cherche a obtenir du
plasma acellulaire, la centrifugation devra étre a vitesse plus élevée et a durée suffisante.

[43]

1.2 PROCEDES DE RECUPERATION DES CONCENTRES PLAQUET-
TAIRES

Deux techniques de récupération des concentrés plaquettaires sont décrites :

* A partir du traitement du sang total

* Par la technique de I’aphérése

1.2.1 LE CONCENTRE STANDARD DE PLAQUETTES

Le concentré standard de plaquettes est le composant sanguin obtenu a partir du
sang total frais et renfermant la plupart des plaquettes d’origine ou sous une forme efficace

au plan thérapeutique. [43]
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Le principe consiste a obtenir par centrifugation le plasma riche en plaquettes, a
partir du sang total. Puis une seconde centrifugation plus puissante permet de faire sédi-

menter les plaquettes. (Voir figure 1)

I1 est possible également de préparer les plaquettes a partir de la couche leuco-plaquettaire.

A P’inverse, le sang total subit une premiére centrifugation forte puis une plus douce. [5,
113]

Il permet d’obtenir entre 0,45¢t 0,85x10'" plaquettes. I faut donc entre 4 & 6 unités de sang
total pour obtenir une « dose thérapeutique » ; d’ou un risque plus accru de contamination

virale. [43]

Sang
total
A l’issue de la 1¢© centrifugation
Apreés seconde centrlfugatlon

i
“

Figure 1 : les différents composants récupérés a partir du sang total.

A partir du sang total, une premiere centrifugation permet de séparer le PRP (plasma
riche en plaquettes) du CGR (concentré de globules rouges). Une seconde centrifugation
permet d’obtenir le CSP (concentré standard de plaquette) et le PFC (plasma frais con-
gelé). Le plasma frais congelé sert a fournir le cryoprécipité par processus de congéla-
tion, décongélation.
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1.2.2 LE CONCENTRE PLAQUETTAIRE D’APHERESE

Il s’agit d’un composant sanguin obtenu par aphérése plaquettaire, pratiquée sur un
seul donneur et utilisant un séparateur de cellules automatique. Cette méthode présente
I’avantage de réduire considérablement le risque de contamination virale, le nombre de

donneur étant moindre, par rapport a la technique précédente. [43, 113]
Il permet d’obtenir entre 2et 8x10'" plaquettes. [167]

Le sang total est prélevé chez un donneur sous anticoagulant et les plaquettes sont
collectées grace a un séparateur de cellules. Les composants sanguins restants, sont resti-

tués au donneur.

Une centrifugation ou une filtration supplémentaire permettent de réduire le nombre de
leucocytes. Cette technique permet de réduire davantage, les risques d’allo-immunisation

et de traiter les patients déja allo-immunisés.

1.3 LES CONCENTRES PLAQUETTAIRES AUTOLOGUES

Comme il est décrit plus haut, les concentrés plaquettaires étaient réservés au do-
maine de I’hématologie. Cependant, I’approfondissement des connaissances sur les proces-
sus de la cicatrisation, ont mené a 1’idée de ne plus considérer les concentrés plaquettaires
comme médicaments dérivés du sang, mais a les intégrer comme véritables adjuvants chi-

rurgicaux. [81]

Pour cause, les études menées sur les plaquettes et plus spécifiquement sur les gra-
nules plaquettaires, ont révélé qu’ils sécrétaient des facteurs de croissance ayant un role

majeur dans I’ensemble des événements menant a la cicatrisation. [93, 156]

Les plaquettes délivrent apres activation les facteurs de croissance or, plus la concentration
en plaquette est ¢élevée, plus la libération des facteurs de croissance est accrue et plus la

prolifération cellulaire, le remodelage matriciel et I’angiogénése sont stimulés. [71]
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De surcroit, le caillot sanguin naturel, contient prés de 95% de globules rouges, 5%
de plaquettes et moins de 1% de globules blancs, tandis que le concentré plaquettaire est
capable de regrouper pres de 95% de plaquettes, 4% de globules rouges et 1% de globules
blancs. [188]

En 1998, Marx et al. [135] publient les premicres études sur les facteurs de crois-
sance plaquettaires contenus au sein du PRP, platelet rich plasma. Et comme il le décrit si
bien : « le PRP n’est que ¢a : c’est juste un volume de plasma autologue capable de con-

centrer les plaquettes au dessus de la normale » [134]

Mais l’intérét des facteurs de croissance en paro-implantologie n’est pas nouveau. Grace
aux travaux de Lynch, en 1987 [122], le r6le des facteurs de croissance sur la cicatrisation

et leur mode de fonctionnement synergique, se faisaient déja ressentir.

Initialement, ce sont les colles de fibrine, largement documentées, qui ont attiré
I’attention. Capables de reproduire au plus pres le processus de la coagulation, ces colles

ont suscité I’intérét dans de nombreux domaines.

Toutefois, souffrant d’étre un produit dérivé du sang, au risque potentiel de transmission
d’agents pathogenes, les investigations se sont penchées vers la conception d’un produit
autologue, provenant du patient lui-méme, donnant naissance a deux catégories de concen-
trés plaquettaires autologues : le PRP (plasma riche en plaquette) et le PRF (plaquette riche
en fibrine). [57, 81]

Tous ces faits corrélés, on comprend pourquoi, les concentrés plaquettaires auto-
logues connaissent un véritable essor. Les présentations commerciales, les protocoles et les
applications cliniques se sont multipliés, laissant parfois un doute quant a leur réelle effica-

cité. [56, 71]
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2. DE LA COLLE DE FIBRINE...

Les colles de fibrine sont documentées depuis bien longtemps et commercialisées

depuis pres de 40 ans.

Au départ, connues pour leurs atouts concernant 1’hémostase, leur utilisation a été limitée
en raison de leur grande complexité¢ de mise au point, leur colit mais également pour les

risques de transmission en tant que produits dérivés du sang.

Actuellement, a I’issue de recherches intensives pour pallier les différents pro-
blémes rencontrés, les colles de fibrine sont largement utilisées et elles trouvent de nom-
breuses applications chirurgicales. [57, 65] Mais surtout, elles sont considérées comme les

prédécesseurs des concentrés plaquettaires autologues.

2.1 LES DEBUTS DE LA COLLE DE FIBRINE

Les colles de fibrine appartiennent au domaine des colles biologiques, qui ont
prouvé depuis longtemps leurs avantages quant a la gestion des troubles de I’hémostase.
Bergel, en 1909, [20] reconnait la fibrine comme substance capable de favoriser
I’hémostase : il I'utilisait sous forme de poudre appliquée sur les plaies. Et ce n’est pas le
seul, Grey en 1915 [86], Harvey en 1916 [91], utilisent des applications locales de fibrine

pour maitriser le saignement.

Les premicres expérimentations dans le domaine de la chirurgie nerveuse, apparaissent
dans les années 40 notamment avec Young et Medawar (1940) [202] qui mélange la
thrombine bovine et le fibrinogéne plasmatique pour produire une colle biologique. Fort de
résultat encourageant sur le modele animal, les études sur I’homme n’ont pas tardé a suivre
avec Seddon et Medawar. Cependant les méthodes employées a 1’époque ne permettaient

pas d’obtenir une concentration suffisante en fibrinogéne. [150, 154, 158, 172, 178]

Ce n’est réellement que vers les années 70, que le concept de colle de fibrine apparait avec
Matras [137]. Il décrit la colle de fibrine a travers des études expérimentales puis cliniques.

En 1972, il développe un procédé de cryoprécipitation de fibrinogeéne, qui permet d’avoir
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une plus haute concentration en fibrinogéne, pour 1’anastomose de nerfs périphériques sur

le mod¢le animal. Il met au point le mélange fibrinogéne/facteur XIII.

Plus tard, I’introduction d’aprotinine fit ses preuves concernant sa capacité a inhiber la
fibrinolyse et la dégradation de la fibrine. Ce qui permit d’améliorer les capacités adhé-

sives et la stabilité de la fibrine. [28]

Depuis, de nombreux travaux ont vu le jour, ayant au centre la molécule de fibrine.
Et pour cause, en 1978, la « Food and Drug Administration » interdit ’utilisation de la
colle de fibrine en raison des risques de transmission de pathologies virales et autres agents
pathogénes. Leur utilisation, aux Etats-Unis, est restée interdite pendant 20 ans puis a nou-

veau commercialisée et autorisée durant les années 90. [83, 178]

2.2 SES CARACTERISTIQUES

La colle de fibrine imite la phase finale de la coagulation a savoir celle de la fibri-
noformation qui convertit le fibrinogeéne en un réseau de fibrine ayant de multiples vertus.
En outre, elle amplifie artificiellement le processus de polymérisation naturel de la fibrine

au cours de I’hémostase. [65]

Ainsi, cette colle intra Iésionnelle est dotée de propriété d’hémostase, de collage,
d’adhésion et d’étanchéité des tissus, favorisant ainsi la cicatrisation des plaies chirurgi-
cales. [28] Ces différentes propriétés lui sont conférées par la fibrine formée qui est ca-

pable d’adhérer physiquement et chimiquement aux tissus. [94, 129]

Par ailleurs, sa biodégradabilité ainsi que le caractére biocompatible lui valent ainsi une

place importante dans de nombreux domaines de chirurgie. [178]

2.3 DOMAINES D’APPLICATIONS

Beaucoup d’études montrent 1’efficacité de la colle de fibrine sur les foyers de sai-
gnements lents et diffus, les exsudats lymphatiques, les collections séreuses et de maniére

générale les saignements du parenchyme.
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Bien entendu, méme si leur efficacité concernant 1’hémostase est bien connue, les colles de
fibrine ne remplacent en aucun cas les méthodes d’hémostase traditionnelles et ne sont pas
pour I’heure, I’adjuvant chirurgical suffisant pour le controle d’hémorragie artérielle im-

portante. [65]

La colle de fibrine est indiquée en tant que moyen destiné a favoriser 1’hémostase
locale lors d’une intervention chirurgicale mais aussi la consolidation des sutures,

I’adhésion et le collage tissulaire.

2.3.1 CHIRURGIE PLASTIQUE ET ESTHETIQUE

En chirurgie plastique et notamment dans le domaine des greffes, 1’application de la
colle de fibrine permet de limiter 1’apparition de cicatrices chéloides a 1’aspect disgracieux.
Agissant comme un lit receveur, elle prépare le terrain lors de ré application de revéte-
ments cutanés. Elle permet également de minimiser les sutures dans des zones délicates
comme le visage, par le scellement des berges de plaies. [64, 65, 81, 158] C’est avant tout

dans ce domaine qu’elle brille de ses propriétés.

Les intéréts de la colle de fibrine se font également ressentir chez les patients brilés
ayant bénéfici¢ de greffes ; son application raccourcit la durée de cicatrisation et semble

améliorer la qualité de vie du patient. [33]

2.3.2 CHIRURGIE ABDOMINALE ET GASTRO-INTESTINALL

La encore, les propriétés adhésives de la colle de fibrine présentent un certain avan-
tage sur certains tissus fragiles et fragilisés car elle permet de diminuer le nombre de su-

tures.

Ses propriétés d’hémostase aident sur de nombreuses zones particulierement vascu-
larisées. [64] En spray, elle est utilisée pour stopper les hémorragies dans le traitement des

ulcéres gastriques et duodénaux. [158]

En 2010, Gonzales J.A. et son équipe [12] font part des aspects bénéfiques de I'utilisation

de la colle de fibrine en patch dans le traitement des fistules entéro-cutanées.
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2.3.3 CHIRURGIE CARDIOTHORACIQUE ET VASCULAIRE

En chirurgie cardiothoracique et vasculaire, les colles de fibrine par application en
spray, ¢taient utilisées pour le controle de saignements micro vasculaires. Toujours pour
leurs propriétés adhésives et hémostatiques, elles sont d’une grande utilité lors

d’interventions sur les coronaires ou dans le cadre de plastie valvulaire. [64, 65]

La plus grande expérience avec la colle de fibrine appartient certainement a ce domaine.

[158]

2.3.4 CHIRURGIE ORALE ET MAXILLOFACIALE

Egalement bien décrite en chirurgie orale et maxillo faciale, 1’utilisation des colles
de fibrine permettrait de réduire le risque d’hématome post opératoire et d’accélérer la ci-

catrisation. [57, 65]

Ainsi sa biodégradabilité et ses capacités d’adhérence en font un adjuvant chirurgical des
plus intéressants. De plus, hormis le coté hémostatique, ses propriétés sur la cicatrisation
permettent de réduire le temps opératoire, de prévenir certaines complications et de sur-

croit d’améliorer le résultat global de nombreuses interventions chirurgicales. [178]

En chirurgie orale, lors d’extractions dentaires, ces colles offrent une tranquillité
concernant les patients a risque hémorragique, en complément des méthodes d’hémostase

traditionnelles.

2.3.0 EN OPHTAIMOLOGILE

L’utilisation de la colle de fibrine trouve ses intéréts dans de nombreux champs de
I’ophtalmologie, comme dans la gestion des récidives du ptérygion (épaississement de la

conjonctive) [126], dans la chirurgie du strabisme, de la cornée...

En effet, elle offre un avantage sur le temps opératoire, la facilité de la chirurgie, la gestion

des complications post opératoires et le nombre de récidives. [152]
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2.3.6 EN ORTHOPEDIE

La chirurgie orthopédique occasionne des pertes de sang non négligeable (en
moyenne 1400ml). Méme si la colle de fibrine n’est utilisée dans ce domaine que de ma-
ni¢re occasionnelle, les études semblent étre prometteuses et la colle permet de diminuer

les pertes de sang de maniere significative. [154]

2.3.7 AUTRES DOMAINES D’APPLICATIONS

Les divers et variés domaines de la chirurgie emploient la colle de fibrine dans de
nombreuses situations comme elles le sont décrites ci-dessus mais également en urologie,

en neurochirurgie... [127]

2.4 LES DIFFERENTS PRODUITS

Il existe des colles biologiques autologues (Vivostat-Magellan) et issues de pools

de plasma (Tissucol®, Beriplast®, Quixil®).

Deux types de colle de fibrine sont disponibles a savoir :

* La colle de fibrine commerciale (Tissucol®, Beriplast®,Evicel®,Quixil®...)

* La colle de fibrine autologue [178]
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2.4.1 COLLE DE FIBRINE COMMERCIALE

2.4.1.1 production

Elles sont obtenues a partir de cryoprécipité de plasma, c'est-a-dire par processus de

congélation et décongélation du plasma issu a partir de pools de donneurs.

Pour satisfaire aux précautions liées a 1’utilisation de produits d’origine sanguins, chaque
produit est donc purifi¢ a travers plusieurs étapes de précipitation, de centrifugation,

d’ultrafiltration et de lyophilisation.

I1 s’agit ensuite de désactiver et d’éliminer les virus tout d’abord par le dépistage de don-
neurs de plasma puis a travers un certain nombre d’étapes et de traitement : filtration, irra-

diation aux ultra-violets, traitement par solvant détergent...

Généralement sous forme de kit, les colles de fibrine commerciales posseédent

comme principes actifs :

* Des protéines coagulables humaines contenant principalement du fibrino-
gene et de la fibronectine

* Le facteur XIII humain

* Du plasminogene

e Un agent antifibrinolytique : I’aprotinine bovine (Tissucol®, Beriplast®,
Evicel®, Biocol®) ou I’acide tranexamique (Quixil®)

¢ De la thrombine humaine

En fonction des produits, les concentrations en principe actif varient et les modifications

faites pour obtenir le produit final peuvent affecter les propriétés finales du produit. [178]
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2.4.1.2 mécanisme

Les colles commerciales imitent le processus naturel de la coagulation par mélange
de leurs principes actifs. Citons pour exemple le Tissucol® (Baxter) ; méme si de maniére

globale, I’ensemble des kits de colle de fibrine répondent au méme protocole.

Ce kit est compos¢ de quatre flacons qui vont étre amenés a une température de 37°C.

Apres quelques minutes, poudres et solutions sont mélangées :

* La poudre de fibrinogéne est diluée dans la solution d’aprotinine

* La poudre de thrombine est reconstituée avec la solution de chlorure de calcium

Une fois poudres et solutions reconstituées, les deux flacons résiduels sont agités et
chaque mélange est monté sur une seringue a deux cartouches, munie d’un embout auto-

mélangeur ou bien appliqué en spray.

Ainsi au moment de 1’application, il se reproduit le processus de la coagulation (qui sera
décrit plus tard): le fibrinogéne est convertit en un réseau de fibrine stable, par

I’intermédiaire de la thrombine et du calcium. [57, 178]

Les monomeres de fibrine polymérisent a travers des liaisons hydrogénes et des
réactions ¢électrostatiques pour former une structure d’abord instable de fibres de fibrine

soluble.

Puis, I’activation du facteur XIII par la thrombine, permet d’obtenir des liaisons covalentes
en présence de calcium. Ceci va contribuer a la formation d’un réseau stable de fibrine, qui

devient par ailleurs insoluble.

Ce mode de réticulation va augmenter la résistance mécanique du caillot de fibrine et ré-
duit sa sensibilité au clivage protéolytique. Au fil du temps, le caillot est progressivement
rompu par la fibrinolyse naturelle quoique généralement un antifibrinolytique
(I’aprotinine), dont 1’ajout est controversé, soit ajouté a la colle pour retarder ce phéno-

mene. [178]

-23 -



2.4.2 COLLE DE FIBRINE AUTOLOGUE

Le risque de transmission d’agents infectieux a suscité le développement de colle
de fibrine autologue. Ainsi, préparée a partir du propre sang du patient, la colle subit un
processus de cryoprécipitation ou de précipitation avec éthanol, éthyléne glycol ou sulfate

d’ammonium.

Tayapongsak en 1994 [186] décrit ’AFA : « Autologous Fibrin Adhesive ». Malgré
un protocole complexe et relativement long (le sang du patient était prélevé de une a trois
semaines avant intervention et nécessitait deux jours de manipulation pour étre utilisé.),
Tayapongsak fit a son insu, un plasma riche en plaquettes qui motiva les recherches vers

des protocoles plus simplifiés.

Quant a la polymérisation, elle nécessite 1’adjonction de thrombine, notamment bovine.

Malgré I’efficacité du produit, il existe cependant encore quelques inconvénients a
savoir : les résultats sont moins reproductibles, comparés aux préparations commerciales et
il y a des risques quant a la thrombine bovine. Les protocoles souffrent par ailleurs d’une

réelle complexité de production. [65] (Voir tableau 2)

Les risques liés a la thrombine bovine, sont de développer des anticorps apres exposition
avec la protéine bovine et donc de développer une réaction allergique mais aussi de con-

tracter le prion responsable de 1’encéphalite spongiforme bovine.

Actuellement une colle de fibrine nommée « autocolle® » permet I’élimination de

la thrombine. [178]
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Propriétés

intrinséques

Risque de con-
tamination vi-
rale

Reproductibilité

Production industrielle

Avantages

-Concentration
en fibrinogeéne
¢levée

-Pureté en fibri-
nogene (70 a
90%)

-Elasticité

-Résistance a la
traction

-adhésion

-sélection des
donneurs

-tests de dépis-
tages

-traitements de
réduction virale

-standardisation
-spécifications
établies

-controle qualité
des échantillons

Inconvénients

Pools de don-
neurs donc pas
de risque zéro

Productions autologues

Avantages

Processus
controlé

Donneur
unique

Processus
controlé

Inconvénients

-faible concentra-
tion en fibrino-
gene

-pureté du fibri-
nogene<50%

Contamination
virale ou micro-
bienne non exclue

-Pas de controle
qualité

-moins reproduc-
tible ?

Tableau 2 : comparaison entre la colle de fibrine industrielle et autologue d’apres [158]
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2.5 PROBLEMES RENCONTRES

2.5.1 REACTIONS IMMUNITAIRES

2.5.1.1 Réactions via I’aprotinine bovine

Malgré les traitements chimiques, des Réactions immunitaires via 1’aprotinine bo-
vine c’est-a-dire des risques d’hypersensibilités, et de réactions anaphylactiques ont été

décrites. [154]

L’ajout d’aprotinine aux colles, permet d’inhiber la fibrinolyse : elle inhibe I’action
de la plasmine sur le fibrinogéne. Ainsi, ’apport d’un antifibrinolytique permet
d’augmenter la durée de vie de la colle de fibrine, et participe a la qualité du processus de
cicatrisation. Cependant cette addition est liée a des réactions immunitaires, type hypersen-

sibilité pouvant conduire a des chocs anaphylactiques.

Ces risques semblent augmenter avec une exposition antérieure au produit, notamment
dans les six mois. L’intervalle ou le risque atteint son maximum, se situe entre le 4™ jour

et le 30°™ jour. [50]

Bien que rare ; il semblerait que le risque de développer une hypersensibilité serait élevé
dans le premier mois apres exposition puis le risque décline aprés 12 mois. Quoi qu’il en
soit, I’utilisation d’un produit composé¢ d’aprotinine doit se faire avec vigilance et toute

exposition dans les 12 mois suivant le contact, est contre-indiquée. [18, 107, 178]

Méme si I’apport d’un agent antifibrinolytique est controversé, d’autres produits
ont été développés pour remplacer I’aprotinine, notamment par 1’acide tranexamique. C’est

le cas de Quixil®.

Depuis 2007, I’antifibrinolytique initialement d’origine bovine du Tissucol® est remplacé
en faveur d’un inhibiteur synthétique. La tendance actuelle en raison de ces risques veut
que tous les produits d’origine notamment bovine soient remplacés en faveur de produits

de synthése. [115]

-26 -



2.5.1.2 Réactions via la thrombine bovine

La thrombine est une protéase sérique qui permet :

* La transformation du fibrinogéne en monomere de fibrine
* L’activation du facteur XIII
» La stabilisation du réseau de fibrine
Sa concentration détermine la rapidité du processus de la coagulation. La thrombine est

également mitogene pour les fibroblastes et les cellules endothéliales. [154, 178]

Avant que la FDA (Food and Drug Administration) n’émette en 1996 des recom-
mandations, les produits a base de thrombine bovine étaient largement utilisés. Seulement,
face a de multiples effets secondaires décrits, cette derniere laisse progressivement sa place

a la thrombine humaine et recombinante.
La thrombine d’origine bovine est responsable :

* De coagulopathies

* D’hémorragies post opératoires inexpliquées

* De thromboses post opératoires
Pour cause, les produits préparés a base de thrombine bovine cumulent également d’autres
protéines d’origine bovine, responsables de la synthése d’anticorps humains dirigés contre
leur propre facteur V, des anticorps anti-phospholipidiques mais aussi contre la thrombine

bovine. [115]

2.5.2 PROBLEME DE LA TRANSMISSION D’AGENTS PATHO-
GENES

En tant que produits dérivés du sang, il persiste un risque de transmission d’agents
viraux [167], malgré la sélection des donneurs et 1’ensemble des procédés nécessaires pour

minimiser les risques.
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Concernant le VIH, le virus de ’hépatite C et B, le risque est quasi nul en revanche, les
mesures de précautions peuvent étre limitées face a certains virus encore inconnus ou

émergents. [65, 154, 178]

D’autre part, certains virus sont capables de développer des résistances face aux méthodes

d’inactivation employées.

En 2000, Masayuki Hino et coll. [136] rapportent le cas de trois infections par le

parvovirus B19 liées a I’utilisation de colle de fibrine durant la chirurgie.

Horowitz B et Busch M (2008) [95] ont calculé les marges de sécurité pour les virus de
I’immunodéficience humaine, I’hépatite B et A, le parvovirus B19 et pour la maladie de
Creutzfeld Jakob, concernant la colle de fibrine et la thrombine. Parmi les agents étudiés,
les risques de transmission sont infimes que ce soit pour 1’ensemble des virus ou le prion.

Cependant, la marge de sécurité concernant le parvovirus semble étre la plus faible.

L’essentiel...

» La colle de fibrine imite la phase finale de la coagulation
» Posséde des propriétés d’hémostase, de collage, d’adhésion, d’étanchéité des tis-
sus favorisant ainsi la cicatrisation

» Utilisée dans de nombreux domaines de chirurgie

Mais :

» A longtemps posé probléme : Face aux risques de transmission les colles de fi-
brine ont été interdites dés 1978 aux Etats Unis.

» Des tentatives d’élaboration de colles de fibrine autologues ont été décrites

C’est I’avénement des concentrés plaquettaires...
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3. ... AU PRP

Rappelons-le, les colles de fibrine malgré leurs grandes propriétés, ont été interdites
aux Etats Unis a partir de 1978, en raison du risque de transmission de pathologies virales
et autres pathogenes. Ainsi, dans I’objectif de pallier ce risque, les différentes recherches se

sont tournées vers 1’¢laboration d’un produit autologue.

C’est ainsi que Tayapongsak, obtint un plasma riche en fibrinogeéne décrit plus tard comme

plasma riche en plaquettes. Le concept de concentré plaquettaire s’étend. [57, 138]

Les plaquettes sont une source importante de facteurs de croissance tels PDGF,
TGFp et VEGF (voir p.69), éléments clés pour stimuler la prolifération cellulaire, le remo-
delage matriciel et ’angiogenése. Or le PRP est définit comme un plasma a haute concen-
tration en plaquettes, allant de paire avec la concentration en facteurs de croissance. [71,

135, 194]

Ceci a contribué a une large exploitation dans ce domaine menant au développement d’un
large éventail de protocoles et de centrifugeuses aboutissant a un produit a la dénomination

erronée : PRP. [63]

3.1 LE PRP : MAL NOMME

En hématologie transfusionnelle, le PRP est ce que I’on obtient aprés une seule
¢étape de centrifugation or, les concentrés riches en plaquettes utilisés en tant qu’adjuvants
chirurgicaux, d’application topique, sont soumis pour beaucoup de protocoles, a une

double centrifugation.

L’autre caractéristique est la fin thérapeutique elle-méme : I'un est destiné a étre
transfusé ou bien a fournir un produit pour I’industrie pharmaceutique (le cryoprécipité) et
ce a partir d’un pool de donneurs, tandis que I’autre, provenant du patient lui-méme est

utilisé en tant qu’adjuvant chirurgical.
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Ainsi, le PRP utilisé a des fins topiques, peut étre dénommé « concentré plaquettaire auto-

logue ».

En conséquence, ce que I’on nomme communément « PRP » différe dans son mode
de production, dans son indication mais aussi dans sa composition. Et il en est de méme
pour les différentes préparations de concentrés autologues entre elles, 1’ensemble des pré-

parations PRP sont soumis a une réelle ambigiiité.

Par ailleurs plusieurs appellations sont retrouvées : PVRP pour plasma trés riche en pla-
quette [9], ¢ PRP pour « concentrated platelet rich plasma »proposé par Dugrillon et coll.
en 2002[67], PRGF pour plasma riche en facteur de croissance, décrit par Anuita et coll. en

2001[8]...

Précisions sur les terminologies emplovées

En raison du grand nombre de protocoles, des nombreuses dénominations diffé-
rentes a 1’égard des concentrés plaquettaires autologues, et, en absence d’accord universel
sur les différentes terminologies, nous utiliserons dans ce travail la dénomination commune

aux concentrés plaquettaires, a savoir : « PRP ».

Par ailleurs, différentes unités concernant la centrifugation sont retrouvées dans la
littérature : rotations par minute (rpm) ou bien « g » qui correspond a la force centrifuge

relative (RCF).

Nous conserverons les données issues des différentes sources, pour la simple et bonne rai-
son que les rpm n’ont de signification qu’en fonction du rotor donné, c'est-a-dire qu’en
fonction des dimensions (ou plutdt distance entre le tube et 1’axe de rotation) de la centri-

fugeuse utilisée et donc dépendante des données du fabricant.
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L’explication provient de la formule suivante :

RCF=1,118x10" x r x RPM?

RCEF est la force centrifuge relative (g)
RPM représente les rotations/min

r le rayon de rotation ou distance entre I’axe du rotor et

un point considéré en cm

En conséquence, les rotations par minutes données qui correspondent a la vitesse de
rotation, ne prennent pas en compte les caractéristiques de la centrifugeuse et seuls, ne

permettent pas de déterminer la force de centrifugation. [65, 161]

3.2 LES DIFFERENTS PROTOCOLES

Depuis la prise de conscience que les concentrés plaquettaires sont riches en fac-
teurs de croissance et donc susceptibles de favoriser la cicatrisation, de nombreux proto-

coles ont été proposés.

3.2.1 PROTOCOLES EMPLOYANT UNE DOUBLE CENTRIFUGA-
TION

Le concept général d’¢élaboration des concentrés plaquettaires autologues, repose
sur la technique d’aphérese, utilisant un séparateur de cellules, décrite plus haut. A partir
de 450 ml de sang, prélevé sous anticoagulant, il est obtenu environ 30 ml de PRP. Les

composants sanguins inutilisés sont ensuite restitués au patient.
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Etant donnée la quantité importante de sang nécessaire, I'utilisation des concentrés n’était
réservée qu’aux établissements spécialisés, jusqu’a ce que le développement de technique,

a partir de plus petits volumes, rende possible son usage en pratique courante. [165]

Répondant globalement au méme principe, la production classique du PRP requiert le pré-
lévement de sang sous anticoagulant, deux étapes de centrifugation et une polymérisation
artificielle du concentré plaquettaire par I’intermédiaire de thrombine et de chlorure de

calcium. [188]

3.2.1.1 premicére centrifugation

La premiére centrifugation permet I’obtention de trois couches distinctes :

* Le fond du tube est constitué d’hématies et de leucocytes. Il représente 55% du volume
total.

* En surface il s’agit du plasma acellulaire, nommé PPP (plasma pauvre en plaquette). 1l
est composé essentiellement de molécules plasmatiques circulantes dont le fibrinogene.
Il représente 40% du volume total.

* Entre les deux couches réside le futur PRP, seulement 5% du volume total, auquel il
faut encore débarrasser les hématies et le PPP résiduels. Cette couche est la plus con-
centrée en plaquettes et en fibrinogeéne. Elle porte le nom de « buffy coat ». [57, 63,

65] (Voir figure 2)

<am
=
plasma acellulaire
ﬂ zone de concentration
maximale des plaquettes
culot d'hématies
sang total

aprés 1ére centrifugation:
séparation du sangen 3
strates distinctes

Figure 2 : issue de la premiére centrifugation [65]
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3.2.1.2 seconde centrifugation

Une fois la couche intermédiaire isolée, au moyen d’une seringue stérile ou auto-
matiquement, en fonction des systémes, il s’agit de lui faire subir une seconde centrifuga-

tion de maniére a ne recueillir que le PRP.

La seconde centrifugation doit permettre de séparer les plaquettes de leur valeur ré-

siduelle et d’obtenir a nouveau trois strates (Voir figure 3):

*  Quelques hématies résiduelles au fond du tube
* Ensurface : le plasma acellulaire ou PPP, représentant 80% du volume obtenu.

* Entre les deux couches : le ¢ PRP (plasma riche en plaquettes concentré).

Le prélevement final est réalisé a partir d’un second seringage. Il est a noter que

sur le volume total, le volume recueilli est minime.

Fig | A wrn | PPP

1™ paviErifugation * centridugatson
e 7 8 e Froa® o

Figure 3 : issue de la seconde centrifugation [65]
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3.2.1.3 activation

En fonction des protocoles, la derniére étape consiste a mélanger le PRP avec un
activateur, afin de permettre I’activation de manicre massive des plaquettes concentrées par

les centrifugations et d’obtenir la gélification de la préparation.
Généralement, deux composants sont adjoints au PRP :

* La thrombine, nécessaire au clivage du fibrinogéne en fibrine et a I’activation du
facteur XIII, stabilisateur du réseau de fibrine

* Le chlorure de calcium pour chélater 1’anticoagulant

L’application se fait a I’aide d’une seringue munie d’un embout auto mélangeur, de
la méme maniére que 1’application de la colle de fibrine. (Voir figure 4) Par polymérisa-

tion, on obtient la gélification du concentré. [57, 65, 178]

Throumibing + CaCl,

=

cPHP

Figure 4 : seringue d’auto mélange pour ’application du gel de concentré plaquettaire.

[65]

Figure 5: seringue d’auto mélange du systéme GPS® [25]
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3.2.1.4 exemples de protocoles employant deux centrifugations

Le concept général est décrit plus haut. Les différentes méthodes sont présentées

sous forme de tableau, suivies de quelques illustrations.

Nom des Sang anticoa-  Méthode de 1 centri- 2" centri- activation Durée de la
D 1 1 - fugati fugati ;
rotocoles  fofal  gulant . fugation fugation procédure

PCCS 60ml CPDA Automatique 3000rpm 3000rpm Thrombine+ 20 a 40 min
[9, 77,198, ou par systeme pendant pendant 13 chlorure de
199, 200] ACD-A d’aspiration 3’45 calcium

d’air

Plateltex 6ml ACD-A pipetage 180g pen- 1000g pen- Gluconate de
. ) N
[102, 140] dant 10min ~ dant 10min  calcium
batroxobine

Fibrinet 7ml ACD 1100g pen- 1500g pen- Chlorure de

[140] dant 10 min  dant 15min calcium

Tableau 3 : protocoles employant une double centrifugation (CPDA : Citrate-Phosphate-

Dextrose-Adénosine, CDA-A : Citrate-Dextrose-Adénosine acide)
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Figure 6 et Figure 7 : systéme Smart PReP ®2

A gauche : la présence de la double chambre de centrifugation permet la séparation des
trois couches par principe de décantation ; a droite : systéeme d’application par seringue

d’automélange. [90]
Contrifuge 8 mi of Cantrituge 18.md of
etraten blood &1 itented Bkood Bt
1100 g for & man 1100 g for Bimen -tJ. "
Asow 4 ml of whode '-'I_
B to ¢t for at '“""“' "-.I
heal 2 hemrs ok room
fairi

& Teaswfer plosma » Teanafer plasma »

i @mw-mw @Mmmw
doaded with CaCi, 1o Ioaded with Ca0i. 1o
nitiate fibrin cloting initiste Bbein Clotng

' ' -HI 7

“P :Hm
meﬂmf

Figures 8 : procédure PRFM [194] (droite), membrane obtenue [149] (gauche)
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La particularité¢ de la technique PRFM réside dans 1’absence de thrombine, elle permet
d’obtenir un matériel dense, facile & manipuler et suturable. A la fin, il s’agit d’une véri-

table membrane.

Actuellement, deux systémes sont approuvés par la FDA (Food and Drug adminis-

tration) : le systéme SmartPrep et PCCS. [165]

3.2.2 PROTOCOLES A UNE SEULE CENTRIFUGATION

Ces protocoles reposent sur une seule et unique étape de centrifugation a partir du
sang prélevé sous anticoagulant. Les étapes suivantes en revanche ne sont guére modi-
fiées : pour obtenir le PRP sous forme de gel, I’adjonction de thrombine ou de chlorure de

calcium est toujours de mise.

I existe une multitude de protocoles et de marques de centrifugeuse, comme pour
la technique précédente (le systeme GenesisCS, Cytomedix Angel, Cascade® platelet rich

plasma...). Nous ne citerons que quelques modeles.

3.2.2.1 Le systéme GPS® (gravitational platelet separation system) [102, 164]

Entre 30 et 60ml de sang sont prélevés sous ACD-A. (Voir figure 9, image A)
L’ensemble est centrifugé a 180g ou 3200rpm [25] pendant 15 minutes. Les trois tradition-

nelles couches PPP, culot d’hématies et PRP sont séparées. (Voir figure 9, image B)
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Figure 9 : systeme GPS®

Un systeme d’évacuation permet de récupérer le plasma dans une seconde seringue,
qui servira a faire la thrombine autologue. Pour remettre les plaquettes en suspension, la

premiere seringue est mélangée vigoureusement pendant 30s et le PRP est récupéré par
aspiration. (Voir figure 10)

Figure 10 : systéme GPS 111

(A) retrait du plasma pauvre en plaquette(B) préléevement du plasma riche en plaquettes,
d’apres [164]

De cette fagon, 10ml de PRP et 1ml de thrombine sont obtenus. Le ratio étant de

10 :1. PRP et thrombine sont prélevés puis portés sur la seringue a double mélange. (Voir
figures 11et 12)
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Cryo / Fibrinogen Thrombin

% Cryo / Fibrinogen Thrombin

VO

micromedics, inc

Figure 11 : récupération du PRP et de la thrombine et prélévement [25]

Figure 12: PRP et thrombine montés sur la seringue a double mélange [25]

3.2.2.2 Le PRGF « plasma rich in growth factor »

Anuita et coll. ont décrit une méthode de préparation de PRP plus simple et sans
ajout de thrombine, éradiquant les risques d’antigénéicité ou de transmission d’agents pa-

thogenes.

Le protocole consiste en la centrifugation du sang, pour une durée de 8 minutes a 1800
rotations par minutes. [8, 116, 200] Les tubes sont ou pré-traités avec 3,8% de citrate de

sodium ou bien, 0,5ml de citrate de sodium est ajouté au 4.5ml de sang prélevé. [200]
Apres la centrifugation, quatre couches sont a distinguer :

* Au fond du tube : les globules rouges
* Aumilieu, le buffy coat : contenant plaquettes et leucocytes
* Le plasma riche en facteurs de croissance ou PRGF

* Sur le dessus, le plasma pauvre en facteurs de croissance (PPGF) (voir figure 13)
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PPGF
(1 mL)

PRGF
(1 mL)

Y

-

Step 2. Pipetting

Step 1. Centrifugation

Figure 13 : protocole PRGF [63]

Seules les trois premicres strates sont prélevées par pipetage. Une fois recueillies,
du chlorure de calcium est ajouté. Quelques minutes apres, un gel est obtenu (voir figure

14), prét a étre utilisé. La procédure dure un total d’environ 15 a 25 minutes.

Figure 14 : Résultat de activation du PRP par le chlorure de calcium, aboutissant a un
gel prét a ’emploi. [7]

Il s’agit d’une technique encourageante qui montre la volonté d’évoluer vers des
protocoles de plus en plus simplifiés. La concentration des plaquettes est d’environ : 6x10°

plaquettes/pL. [7]
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3.2.3 PROTOCOLE SANS CENTRIFUGATION

En 2006, Sumida et son équipe [183] décrivent un protocole de préparation du PRP
sans centrifugation. Pour cela, ils ont testé 16 polymeéres hydrosolubles. De cette étude

ressortent 3 polymeres capables de séparer les plaquettes des autres éléments du sang.

La société Curasan commercialise depuis mi-2010 un procédé de récupération d’un
concentré de médiateurs de thrombocytes (CMT), le systtme ATR® (Advanced Tissue

Regeneration).

i * . t.\\ =

Figures 15 : kit ATR®-curasan

A partir de 8 ml de sang et sans centrifugeuse, le sang est mélangé a un anticoagulant et un
agent de sédimentation. Il faut attendre entre 50 et 60 minutes pour récupérer 3,5ml du
plasma surnageant riche en plaquettes. Celui-ci est transféré dans le systtme ATR® et y
subit un processus de séparation, en ajoutant une solution tampon d’hydrogénocarbonate

de sodium.

Enfin, 1’ajout d’une solution d’eau pour injection, déclenche la libération des facteurs de
croissance, qu’il suffit de prélever avec une seringue qui sera montée latéralement au sys-

téme. [46]

11 s’agit de protocoles alternatifs et peu d’études ont été faites a leur sujet.
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3.3 DOMAINES D’APPLICATIONS

Tout comme les colles de fibrine, les publications au sujet du PRP sont nombreuses

et concernent des domaines multiples et variés.

Méme si les propositions au sujet de I’application des concentrés plaquettaires autologues
ne datent pas d’hier, il n’en demeure pas moins que la thérapeutique PRP est une technolo-
gie en émergence. Les résultats sont parfois contradictoires et sans preuve scientifique réel-

lement apportée, mais ils suscitent I’intérét dans de nombreux domaines.

3.3.1 CHIRURGIE PARODONTALE ET IMPLANTAIRE

Depuis son introduction le PRP est utilis¢é dans de nombreuses procédures et no-
tamment en mélange avec les matériaux de greffe osseuse. Mais les résultats concernant la

régénération osseuse sont controversés. [188]

Utilisé seul, le concentré plaquettaire n’offre pas de réelles satisfactions. En revanche, en
association avec des substituts osseux, dont il facilite la manipulation, [165] il semble ap-
porter de bons résultats. En 2000, Kassolis et son équipe [101] rapportent des résultats en-
courageants sur 1’association PRP/FDBA, au cours de procédures d’augmentation de sinus

sur 14 cas.

Mais Froum et coll., [78] en 2002, ne constatent pas de potentiel inducteur significatif. Plus
récemment, Badr et coll. [13], ont évalué les effets du PRP sur la cicatrisation de greffes,
I’intégration implantaire mais aussi sur la cicatrisation des tissus mous. Ils n’ont pas obser-
vé de différence avec le groupe contrdle, qui n’a pas bénéficié¢ de I’adjonction de PRP. De
la méme manicre, dans une méta-analyse de 2010, Bae et coll. [14] concluent sur un non

impact significatif de I’apport du PRP.

In vitro, le PRP aurait tendance a stimuler les cellules du ligament parodontale. Cependant,
son utilisation dans I’optique de favoriser la régénération parodontale, doit étre soumise a

plus d’investigations. [89, 104]

-42 -



3.3.2 CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE

C’est sans doute dans ce domaine que I'utilisation du PRP fait le plus parler de lui,

notamment dans le domaine sportif.

Beaucoup d’articles relatent les effets bénéfiques des injections de PRP dans 1’épaule [68,

84, 143], le pied [17], les genoux [72, 79], les muscles [26, 164]...

C’est d’ailleurs la raison pour laquelle, de plus en plus de sportifs, qu’ils soient amateurs
ou professionnels (Tiger Woods, Chris Canty, CIliff Lee...) ont recours a cette nouvelle
thérapie. Par injection directe dans les zones blessées, le PRP par son caractére biocompa-
tible et sa capacité a améliorer la cicatrisation, permettrait de diminuer le temps de conva-
lescence voire méme d’éviter le recours a la chirurgie. Gagnant du terrain, cette thérapeu-
tique est contestée par le manque d’études réelles sur le sujet et pour avoir fait polémique

en termes de dopage. [26, 75, 108, 158, 169, 181]

Une récente étude a été entreprise pour déterminer 1’efficacit¢ du PRP par rapport
aux injections de corticostéroides chez des patients atteints d’épicondylite latérale chro-
nique, avec un suivi de deux ans. Les deux groupes de travail ont été assignés au hasard :

ou bien les patients ont recu une injection de PRP ou bien une injection de corticoides.

Le groupe ayant recu le PRP, a ét¢é traité avec plus de succes que le second groupe : a deux
ans, le groupe « PRP » a permis de constater une amélioration significative en termes de

douleur et de handicap. [84]

3.3.3 CHIRURGIE ESTHETIQUE ET PLASTIQUE

Dans ce domaine, le PRP est employé dans diverses procédures :
I’abdominoplastie, les liftings de la face et du cou, les liposuccions, la chirurgie mam-
maire... [l permettrait de limiter les douleurs post opératoires, les saignements, et de dimi-

nuer le temps de récupération.

Une étude menée sur 20 patients par Man et coll. en 2001 [128], a permis de cons-
tater les avantages de 1’utilisation des colles de fibrine autologues (Tissucol®) et des gels

de plaquettes autologues (SmartPReP).
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Une réduction des sensibilités post opératoires, une réduction des cedémes, une

amélioration de la guérison et une élimination du besoin de drains ont été rapportés.

En termes d’cedéme, d’ecchymoses et de douleur, I’emploi du PRP au cours de blé-
pharoplastie (chirurgie esthétique des paupieres) ne semble pas atteindre les buts escomp-

tés. [193]

Les plaies complexes post traumatiques avec exposition osseuse, sont relativement
longues, douloureuses et difficiles a se fermer. Le PRP en association avec de I’acide hya-
luronique semble étre une approche encourageante : elle ameéne satisfaction du patient, une

bonne guérison des plaies et semble améliorer la ré épithélialisation. [30, 31]

3.3.4 PRP ET OPHTALMOLOGILE

Une étude réalisée entre 1995 et 1996 sur 28 patients, avait pour but d’envisager
une nouvelle stratégie thérapeutique concernant les déchirures maculaires. Deux types de
concentrés plaquettaires ont €té utilisés : a partir du sang total et a partir de la technique
d’aphérese. Sur ces 28 patients, un total de 19 a bénéficié des préparations, 18 d’entre eux

ont eu une fermeture du trou maculaire, 14 ont retrouvé une acuité visuelle supérieure. [82]

Une autre évaluation des concentrés plaquettaires, sur la fermeture des trous macu-
laires, avec cette fois une comparaison entre un groupe témoin (57 yeux) et un groupe avec
adjonction de concentré (53 yeux), a permis de constater une amélioration notable de la
fermeture maculaire, dans le groupe avec concentré plaquettaire. Par contre, concernant

I’acuité visuelle, la différence statistique n’est pas flagrante. [153]

En 2007, Alio et coll. [3] présentent les gains obtenus sur des ulcéres cornéens
chroniques : que ce soit par traitement chirurgical ou par simple application topique sous
forme de collyre, le PRP, présent dans les deux cas, a apporté une guérison dans la plupart
des cas, avec pour certains, une amélioration de la vision, une diminution de la douleur et

du degré d’inflammation.
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3.3.0 CHIRURGIE CARDIAQUE

Décrit en chirurgie cardiaque, ’utilisation de gel de plaquettes autologues permet-
trait d’améliorer les procédures d’hémostase, d’agir favorablement sur la cicatrisation et de

diminuer les risques d’infection, dii a une activité antibactérienne du PRP. [24, 87, 192]

Dans ce type de procédure, PRP et PPP sont utilisés notamment pour la fermeture des sites

d’incision, permettant une diminution des douleurs [70], et du taux d’infection [189].

Une étude rétrospective [105] sur 1446 interventions cardiothoraciques mais aussi
sur la veine saphéne, a permis de comparer 2 groupes, 1’un ayant bénéfici¢ d’une applica-
tion topique de plasma pauvre et riche de plaquettes (system GPS®), I’autre de traitement
standard. Cette ¢tude posseéde 1’avantage de n’avoir eu recours qu’a un seul protocole.
L’application de PRP a eu un impact significatif sur les complications infectieuses post-

opératoires.

Pourtant, plus tot, Wajon et coll. [196] considéraient 1’utilisation des concentrés plaquet-

taires comme inefficace, voire méme inutile.

3.3.6 AUTRES DOMAINES

Concernant [’usage des concentrés plaquettaires, au vu de 1’intérét qu’ils suscitent
2 2
et malgré les aspects parfois controversés, d’autres applications et nouveaux domaines de

recherches apparaissent.

Récemment, des études se sont penchées sur la possibilité du PRP a étre incriminé
dans la régénération des nerfs périphériques [203]. De nouvelles perspectives de traitement
apparaissent également dans le cadre de patients sous biphosphonates [162], et du diabete

[170].

Et aussi étonnant que cela puisse paraitre, le PRP semble faciliter la transplantation de
cheveux par stimulation des greffes de follicules capillaires et pourrait intervenir dans la

prévention de 1’alopécie. [21]
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3.4 CARACTERISTIQUES

3.4.1 UNE BASE DE COLLE DE FIBRINE

La valeur biologique des colles de fibrine réside dans leur faculté a imiter la der-
nicre étape de la coagulation contribuant ainsi au processus de I’hémostase et a la cicatrisa-

tion. [178]

Rappelons-le, elles amplifient artificiellement le processus de polymérisation naturel de la
fibrine au cours de I’hémostase, par le mélange de ses principes actifs dont les principaux

sont:

* Le fibrinogéne

e La thrombine

* Le chlorure de calcium
Essentiellement, c’est la concentration en fibrinogéne qui détermine la résistance méca-
nique du caillot. Or cette caractéristique est variable en fonction de I’origine autologue ou
non de la colle. La plus faible concentration en fibrinogéne est retrouvée dans les produits

autologues ; ce qui réduit la résistance du caillot de fibrine. [178]

La spécificité des concentrés plaquettaires, elle, est attribuable a leur origine auto-
logue et a leur concentration en plaquettes. [178] Par ailleurs, le fibrinogéne est présent

dans le plasma sanguin mais également dans les granules o des plaquettes. [57]

Ce qui marque la principale différence entre colles et concentrés plaquettaires, est
la présence méme du fibrinogeéne et des plaquettes, en plus grande quantité dans ces der-

niers.

Hormis le fait que colles et concentrés plaquettaires imitent et reproduisent le processus de
la coagulation, la présence d’anticoagulant inhibant la polymérisation du réseau de fibrine
et ’ajout de thrombine ou de tout autre activateur, procurent a ces deux composés une

sorte de lien de parenté: leur mode de prise presque instantanée. [S7]
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3.4.2 UN MANQUE DE STANDARDISATION DES PROTOCOLES

Vu précédemment, les applications concernant les concentrés plaquettaires ne font
pas ’'unanimité, méme si la balance penche plutot en leurs faveurs. Dans la plupart des cas,
une accélération de la cicatrisation est constatée. Cependant, si certains auteurs n’en appré-
cient pas les effets escomptés, c’est que pour 1’heure, outre le défaut d’études, beaucoup de

parametres ne sont pas pris en considération et peuvent nuire a la qualité des préparations.

En 2010, Nagata et coll. [146] ont compar¢, chez le lapin, la quantité et la qualité

du PRP relative a la technique de centrifugation : soit unique ou double.

Les tubes du premier groupe (groupe I) sont soumis a une centrifugation unique : 160g
pendant 6 minutes. Le second groupe (groupe II) étudié correspond a la technique de

double centrifugation :

* Lapremicre : 160g pendant 20minutes

* Laseconde : 400g pendant 15minutes
Concernant la technique de double centrifugation, elle permet une plus grande concentra-
tion en plaquette. Cependant, ce protocole altére la morphologie des plaquettes, notamment
par une activation prématurée, ce qui a un impact direct sur la libération des facteurs de

croissance espérée.

Tamimi et al. en 2007 [185] étaient déja arrivés a cette méme conclusion.

Ces ¢tudes soulévent le probléme de la standardisation des protocoles. En effet,
malgré le concept commun des différentes méthodes, il est facile de constater la divergence

de certains parametres, agissant directement sur les qualités intrinséques des PRP.

La particularité¢ inhérente aux PRP est belle est bien liée a la présence des pla-
quettes et des facteurs de croissance, qui constituent un réel atout pour la cicatrisation. Or,
plus la concentration en plaquette est ¢levée plus la propension a libérer les facteurs de
croissance sera importante Mais leurs effets biologiques peuvent étre influencés si les pla-

quettes sont altérées ou bien activées trop rapidement. [167]
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Selon Froum (2002) [78] le concentré plaquettaire dépend de trois parameétres :

* le nombre total de plaquettes de 1’échantillon de départ,
* le taux de récupération en fonction du systéme employé,

* du volume final dans lequel les plaquettes sont concentrées.

Anitua (2006) [7] suggere qu’il faille prendre également en compte :

* le type d’activation finale (thrombine ou chlorure de calcium)
* la quantité de leucocytes

* le temps d’établissement de la matrice de fibrine

La centrifugation peut compromettre la qualité des plaquettes et donc 1’ensemble
des facteurs qu’elles contiennent. Le nombre de centrifugation, leur durée, la force centri-

fuge sont autant de parametres qu’il est nécessaire d’évaluer.

De surcroit, 1’activation des plaquettes, déja entamée par la centrifugation, doit étre réduite

au minimum au cours des manceuvres, notamment le pipetage. [71, 146]

Au total prés d’une dizaine de parametres différent en fonction des protocoles :

la quantité de sang prélevé

le type d’anticoagulant

le mode de centrifugation

les centrifugeuses : fonction des fa-
bricants

la concentration des plaquettes

la capacité a libérer les facteurs de
croissance

le mode d’activation des plaquettes

le volume final récupéré

la durée totale de la procédure

la procédure de récupération
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Au vu du nombre de variables et de parametres interférant avec la cicatrisation, cer-
tains auteurs comme Weibrich (2002) [201] ont suggéré qu’en fonction des individus et

des circonstances, la concentration en plaquettes devait étre modulable.

C’est certainement la raison pour laquelle il n’y a pas vraiment de consensus sur la

quantité de plaquettes nécessaires et I’absence de standardisation des protocoles.

Quoiqu’il en soit, des études supplémentaires sont nécessaires pour améliorer la reproduc-

tibilité des résultats. [165]

3.4.3 UNE UTILISATION COMPROMISE EN FRANCE

Pour libérer leurs granules, les plaquettes doivent étre activées. Cette activation est

provoquée par différents stimuli ou substances comme :

* Laprésence de thrombine
* Le chlorure de calcium

* Adénosine diphosphate [184]

Le protocole de fabrication du PRP inclus quelques manipulations chimiques du

sang, parmi lesquelles 1’utilisation de thrombine, qui a posé quelques problemes.

Actuellement, les protocoles tendent vers 1’utilisation de thrombine autologue ou bien des
dérivés (ex: la bathroxobine proposée par Plateltex) pour éviter les problémes
d’antigénéicité.

Par ailleurs, I’ensemble des protocoles pour élaborer le PRP nécessitent 1’emploi d’un anti-

coagulant.

Or, la législation frangaise interdit toute manipulation chimique du sang, en dehors des
¢tablissements spécialisés. C’est la raison pour laquelle, face a des dispositions reglemen-

taires strictes, ces concentrés ne peuvent étre utilisés en pratique courante en France.
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L’essentiel...

» Comme le décrit Marx : le PRP est un volume de plasma autologue ca-
pable de concentrer les plaquettes au dessus de la normale

» Riche en facteurs de croissance, ces concentrés plaquettaires sont un vé-
ritable atout en termes de cicatrisation

» Le PRP est une préparation autologue éliminant ainsi les risques de

transmission de pathologies ou de réaction d’allo immunisation.

Mais :

» L’engouement naissant a vite laissé la place a une « jungle » de proto-
coles

» Les résultats ne font pas I’unanimité, sans doute dii a un défaut de stan-
dardisation des protocoles

» Des études supplémentaires sont nécessaires pour améliorer la reproduc-
tibilité des résultats

» La manipulation du sang en limite 1’utilisation en France

Les efforts auraient pu rester vains, mais c’était sans compter sur le dévelop-
pement d’une technique simplifiée, permettant de profiter des vertus des plaquettes

tout en respectant la législation francaise : le PRF ou « platelet rich fibrin »...
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4. EVOLUTION VERS DE NOUVELLES TECHNIQUES : LE PRF

Les vertus du PRP concernant la cicatrisation des tissus durs et des tissus mous, lui
ont valu d’étre utilisé dans de nombreux domaines. Cependant son utilisation en pratique
clinique n’est guere possible et la Iégislation francaise interdit la manipulation des produits

sanguins ailleurs qu’en milieu spécifique.

C’est pourquoi, en 2001, Dr Choukroun a mis au point ce qu’il nomme « une se-
conde génération de concentré plaquettaire » : le PRF pour « Platelet rich fibrin ». [184]
Cette dénomination évite les confusions avec d’autres techniques comme « Vivostat Plate-
let rich Fibrin » ou « PRFMatrix de Fibrinet ». Actuellement, il est dénommé également

« L-PRF » (leucocyte and platelet rich fibrin). [61]

4.1 SES CARACTERISTIQUES

Le PRF possede différents avantages par rapport au PRP, a savoir :

Y

Une préparation au colt plus abordable

Y

Un protocole simplifié : une seule centrifugation, facile a mettre en ceuvre dans un ca-
binet

Une origine purement autologue

Aucune manipulation chimique du sang

Pas d’anticoagulant

Cette technique permet d’obtenir I’intégralité des plaquettes

YV V. V VYV V

Peu de quantité de sang nécessaire (10ml) [176]

Etant donné 1’absence d’anticoagulant, les plaquettes sont activées en I’espace de quelques
minutes [188], la cascade de coagulation commence ainsi au sein méme du tube. Le caillot

de fibrine se forme et peut étre collecté.
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4.2 PROTOCOLE CLINIQUE

L’idée est simple. En effet, un prélévement de sang de 10ml suffit, puis le tube est
centrifugé a 2700 tours/minute pendant 12 minutes. Un caillot de fibrine riche en pla-

quettes mais aussi en leucocytes est obtenu.

A I’issue de la centrifugation, on observe 3 phases a savoir :

Figure 16 : tube aprés centrifugation
permettant de distinguer les trois phases.

1591

* Une phase de plasma acellulaire

Un caillot de fibrine au milieu

Un culot d’hématies au fond du tube

4.2.1 BILAN ET ANAMNESE

Comme c’est le cas de toute prise en charge, le patient devra subir un interrogatoire

médical recensant son passé médical, son état de santé général, ses traitements en cours...

Un examen clinique consciencieux secondé par la radiographie, permettra de mettre en

place un plan de traitement global.

Concernant le PRF, et comme avant toute intervention chirurgicale, le patient devra
étre tenu informé des modalités de 1’intervention, des éventuels risques encourus et des

bénéfices apportés.
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Un bilan pré opératoire est nécessaire et s’avere utile. Il consiste en un bilan san-
guin (NFS/plaquettes/VS), I’évaluation de la tension artérielle et d’un bilan biologique

(glycémie, hypercholestérolémie, lipides).

Ainsi, un consentement éclairé est nécessaire.

4.2.2 PRELEVEMENT SANGUIN

Depuis peu, le chirurgien dentiste est habilité au prélévement sanguin, sous réserve

d’y avoir été formé et de pouvoir justifier de sa capacité. [49]

Le lieu de la ponction veineuse se fait au niveau des veines du pli du coude : elles y
sont de gros calibres et assurent un débit de sang suffisant. La zone est reconnue par sa
forme en M. Préférentiellement, le prélévement se fait au niveau de la veine céphalique,

ou éventuellement la veine basilique.

Apres avoir choisit la veine, un garrot est serré a distance du point de prélévement. On pro-

cede a ’antisepsie de la zone choisie.

Il faut tendre la peau sans écraser la veine. L’introduction de I’aiguille doit se faire dans

I’axe de la veine, avec une angulation d’environ 30 degrés. Le papillon est fixé.

Le remplissage des tubes se fera par un mécanisme d’aspiration, dés lors que le tube sera

correctement positionné dans le porte tube.

Une fois la quantité de sang désirée prélevée, le garrot est desserré, 1’aiguille est retirée, le

point de prélévement comprimé. [53, 98]

Figure 17: kit nécessaire pour le prélévement sanguin [188]
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Figure 18: prélévement sanguin [1]

Au cours de la formation PRF, Choukroun préconise de laisser le garrot en place
pendant le prélévement de maniére a ce que 1’écoulement sanguin soit le plus rapide pos-
sible : ceci évite que le processus de coagulation ne se déclenche trop rapidement et la

perte des propriétés des plaquettes.

Les tubes destinés a recevoir le sang sont en plastique avec des particules de silice, néces-

saire au démarrage du processus de polymérisation. [59]

4.2.3 CENTRIFUGATION

La centrifugation est une méthode permettant la séparation de particules de densité

différente, sous ’action de la force centrifuge.

Figures 19 : centrifugeuse Process (PC-02, Process, Nice)
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La centrifugeuse a une capacité de 8 tubes. Ils devront étre placés en respectant une
position précise pour ne pas créer de déséquilibre, a savoir positionné par paire. S’il
s’avere que 1’on dispose de tubes en nombre impair, il convient alors de remplir un tube

d’eau. [1]

4.2.4 PRELEVEMENT DU PRF

La manipulation du PRF débute immédiatement apres la centrifugation. Le concen-
tré est extrait a 1’aide d’une précelle stérile (Voir figure 20) et est débarrassé, au moyen
d’une paire de ciseaux stériles, de son caillot de globules rouges. Il suffit de « peller » le

globule rouge pour le désolidariser.

Figure 20 : préléevement du caillot de PRF, d’apreés [188]

En fonction de I’indication clinique, la préparation pourra étre soit utilisée telle
quelle, soit en membrane ou soit découpée en petits morceaux, destinés a étre mélangés

avec des matériaux de comblement osseux. [138]
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4.3 SES INDICATIONS ET DOMAINES D’APPLICATIONS

4.3.1 LE PRF EN MEMBRANE OU EN CAILLOT

La particularité de la technique est que I’on peut ou bien utiliser le caillot de fibrine

tel quel, ou bien sous forme de membrane.

Initialement, la membrane était obtenue aprés compression du caillot entre deux com-
presses stériles. Actuellement, la PRF box® (voir figure 21) permet de produire des mem-
branes d’épaisseur constante et de récupérer 1I’exsudat de sérum produit par le caillot, au

fond de la boite. Cet exsudat, riche en vibronectine et fibronectine [55] peut :

* Etre utilisé pour hydrater les matériaux de greffe ou des éponges de collagene
* Rincer le site opératoire

* Servir de lit temporaire pour les greffes autologues

Figure 22 : mise en place des caillots de fibrine dans la PRF Box® [48]
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Figure 23 : obtention des membranes aprés compression [48]

La membrane ainsi obtenue se manipule et se plaque sur le site chirurgical aisé-

ment. [138]

Utilisé sous forme de membrane, le PRF permet de protéger les sites opératoires des agres-
sions extérieures, par exemple la protection d’un fond de sinus ou bien par-dessus un maté-

riau de comblement avant fermeture de site.

Le PRF peut également étre transformé en « carotte » ou « plug » avec la PRF
box®. Sous cette forme, le PRF permet de combler les sites d’extraction ou de faciliter les

procédures d’¢lévation du plancher sinusien. [188]

Figure 24 : Plug de PRF: a gauche le piston permettant d’obtenir le plug ; a droite, le
résultat aprés compression [188]

Sous forme de caillot fragmenté, le PRF sert généralement de liant notamment avec de I’os
allogéne ou encore mélangé avec des prélévements osseux. [35, 40] D’ailleurs Dr Chou-
kroun et son équipe ont développé une cupule et un ciseau s’adaptant parfaitement pour

faciliter la découpe de la fibrine.
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4.3.2 INDICATIONS EN CHIRURGIE ORALE

a. En complément de matériaux de substitution osseux ou mélangé avec une

greffe autogéne

Figure 25: PRF® associé au BioOss® [99]

* Comblement de sinus

* Soulevé du plancher sinusien

* QGreffe d’apposition

* Dans le cas de fenestration

* Comblement de déficit osseux post extractionnel

* Comblement post extractionnel pour la préservation du volume osseux
avant la pose d’implant

e Distraction osseuse

b. Utilisé seul sous forme de membrane

Figure 26: membrane de PRF®

* En protection lors de la perforation de la membrane de Schneider

* En fermeture des sites d’acces au sinus

* En membrane pour régénération osseuse guidée et régénération tissulaire
guidée

* Pour la gestion des tissus mous [1]
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4.3.3 AUTRES DOMAINES D’APPLICATION

Les différents champs d’application demeurent encore a développer. Mais de nom-
breuses perspectives extra-orales pourraient étre envisagées, notamment en chirurgie plas-
tique. Cependant, seulement un volume limité de PRF est disponible et peut étre utilis¢ en
raison du caractere autologue du biomatériau. [39] Ceci limite son utilisation en chirurgie

générale et peut expliquer sa plus grande étendue dans le domaine odontologique.

I1 est possible de trouver cependant quelques publications concernant les applications cli-
niques du PRF, qui pour I’heure, sont encore au stade de 1’extrapolation théorique et de

I’empirisme.

En chirurgie maxillo faciale, les parotidectomies laissent une zone rétromandibu-
laire vide, proportionnelle a la dimension de la résection de la glande. Pour la reconstruc-
tion apres chirurgie, de nombreuses techniques ont été proposées, dont celle de I’apport du

PRF, qui semble encourageante.

D’une part, sa résorption lente assure un intérét essentiel pour I’esthétique, d’autre part, ses
qualités intrinséques améliorent la cicatrisation, la revascularisation et la reprise post-

opératoire du nerf facial. [34]

L’apport des membranes de PRF pourrait étre profitable aprés une tympanoplastie
et au cours des procédures de liposculture. En effet, le PRF induit une stimulation de la

prolifération in vitro des kératinocytes et des préadipocytes.

Entre 2005 et 2006, une trentaine de patients ont bénéfici¢ de greffes adipocytaires, selon
la technique de lipostructure faciale de Coleman, avec association de PRF. Le caillot de
fibrine obtenu est découpé en petits fragments et imbibé de tissu graisseux (récupéré au

cours du processus de purification du tissu adipeux).

Le dépot du mélange se fait avant mise en place des greffons adipeux, dans le but de prépa-
rer le terrain receveur. Le suivi 4 un an a permis de constater des suites post opératoires

moins prolongées et une meilleure stabilité¢ du greffon. [27, 37]
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4.4 LEGISLATION

Quelques années plus tot, la législation francaise interdisait 1’utilisation de concen-
trés plaquettaires en clinique ou en cabinet, et de maniére générale toute manipulation chi-
mique du sang. Ainsi la loi bioéthique du 8 juin 2004 et I’accord conclu entre le ministére
et le SNPI (syndicat National des Paro-implantologistes) a permis d’ouvrir une porte quant

a ’utilisation du PRF en cabinet de ville. [54, 138]

La loi bioéthique votée le 8 juin 2004, puis publiée le 7 aout 2004 au Journal Offi-

ciel, vient compléter la notion de prélévement autologue en I’autorisant en cabinet libéral.
Les articles 1242-1 et 1243-6 précisent :

« La possibilité de prélever et d’administrer des tissus et cellules dans les cabinets libé-

raux médicaux et dentaires »
Et Particle 1245-2 :

« Les tissus, les cellules et les produits du corps humain, prélevés a [’occasion d’une in-
tervention médicale pratiquée dans [’intérét de la personne opérée, peuvent étre utilisés a
des fins thérapeutiques ou scientifiques, sauf opposition exprimée par elle apres qu’elle ait

été informée des finalités de cette utilisation. » [163]

Selon le guide de prévention des infections li€es aux soins réalisés en chirurgie den-
taire et stomatologie de juillet 2006, le « Platelet Rich Fibrin » est considéré comme pro-

duit d’origine humaine a visée thérapeutique. [51]

Désormais, 1'usage du PRF est autorisé sous réserve de respecter les regles de

bonne pratique et de se référer aux obligations déontologiques. [54]

Conditions médico-légales a 1’usage du PRF

e Formation au prélévement sanguin ou au cas échéant, celui-ci devra étre réalis¢ par
un personnel qualifi¢ et autorisé

* Formation a la préparation extemporanée et a I’utilisation du PRF [49]

* Consentement éclairé du patient

* La centrifugeuse doit étre agrée CE c'est-a-dire étre aux normes européennes

* Le matériel et les produits doivent étre soumis a tragabilité [138]
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4.5 ENGOUEMENT ACTUEL

4.5.1 SES INTERETS

Quatre aspects du PRF aménent a le considérer comme un adjuvant chirurgical in-

téressant :

Son aspect mécanique : d’une part protection des sites opérés, d’autre part, cohé-
sion entre les fragments osseux

Son aspect cellulaire : inhérent au réseau de fibrine, lui offrant 1’opportunité
d’interagir avec de multiples cellules

Son aspect biochimique : d a I’architecture du réseau de fibrine

Son aspect immunitaire : 1ié a la présence de leucocytes et de cytokines dans le

caillot, permettant de réguler les phénomenes infectieux et inflammatoires [138]

4.5.2 SES PROPRIETES

Accélération de la cicatrisation osseuse et de I’ostéointégration en implantologie
Accélération de I’angiogencse

Accélération de la cicatrisation gingivale

Permet le pié¢geage de cellules et leur migration [175]

Protection et stabilisation par le biais de la membrane de PRF d’un greffon osseux
Permet d’éviter la chirurgie mucogingivale de recouvrement

Roéle de liant pour les particules osseuses [176]

4.5.3 CRITIQUES

De nombreux articles font part de 1’intérét que procure le PRF® en termes de cica-

trisation et souvent les cas cliniques exposés sont une réussite.
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Cependant, la SFPIO en 2008 [148] émet sa position sur le PRF et conclut :

« L’absence totale de publications cliniques objectives et donc de preuves scientifiques
averées, conjuguée a la faiblesse méthodologique des rares études fondamentales sugge-
rent que de nouvelles études parfaitement structurées sont absolument nécessaires pour
pouvoir justifier ['utilisation pratique d’un tel protocole. Sans présager de la qualité po-
tentielle des concentrés plaquettaires mais dans la limite des informations actuellement
disponibles et dans un souci d’objectivité et d’information, la Société Frangaise de Paro-
dontologie et d’Implantologie Orale ne peut, pour le moment, recommander [’utilisation

du PRF. »

Et pour cause, la plupart des articles et des constatations émises sont faites par la
méme équipe de chercheurs. De surcroit, le PRF® étant une marque déposée [38], les
chercheurs disposent du monopole PRF® et d’un droit de regard sur les différentes études

meneées. [4, 59]

L’autorisation du prélévement sanguin en cabinet dentaire dépend de la participation a la

formation PRF, dirigée par Dr Choukroun lui-méme. [Formation PRF]

Par ailleurs, le matériel nécessaire a la fabrication du PRF a été bien étudié pour éviter la
concurrence, citons pour exemple la PRF box® qui posséde un poids précis pour obtenir
des membranes d’épaisseur constante, ou bien la cupule et la paire de ciseaux adaptées a la

découpe des fragments de PRF.

Au cours de la formation, la plupart des biomatériaux utilisés pour exposer les cas cli-
niques, proviennent également de la société qui commercialise les produits PRF®
(exemple de la membrane de collagéne Jason®). Et si les résultats obtenus ne sont pas en

accord avec ce qu’ils devraient étre, ¢’est dii au non respect du protocole PRF.

S’il est légitime de défendre son produit et d’en exposer les bienfaits, il est clair que si le
seul inventeur possede le monopole du produit, la crédibilité en termes d’efficacité et de

qualité biologique semble réduite a une seule démarche marketing.

C’est ainsi que pour mieux comprendre les proprié¢tés du PRF et de déterminer si
oui ou non il s’agit d’'un biomatériau prometteur, il est nécessaire de connaitre les bases

fondamentales biochimiques et les mécanismes cellulaires qui lui sont associés.
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L’essentiel...

» Cela fait 10 ans que la technique PRF® est née
> Le protocole est simple, issu d’une unique centrifugation et sans
manipulation chimique du sang

Le point fort :

» L’engouement naissant pour cette méthode semble y étre pour
quelque chose concernant 1’autorisation des chirurgiens dentistes au
prélévement sanguin

Mais :

» Il existe une lacune en termes d’étude
» Les mécanismes de la cicatrisation ne sont pas entieérement décryp-

tés

Le mode de fonctionnement de ce caillot de fibrine reste a élucider...
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Partie 11
QUELQUES NOTIONS DE CICATRISATION
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[29, 112, 124, 141, 171]

La cicatrisation est définie macroscopiquement comme la guérison d’une plaie.
C’est un processus biologique complexe qui fait intervenir un grand nombre d’intervenants
et de mécanismes cellulaires, depuis I’arrivée de cellules sur le site 1és¢, jusque la forma-
tion d’une matrice extracellulaire spécifique du tissu 1és¢, le but ultime étant la réparation

du tissu mais aussi la lutte contre I’infection. [42]

Que ce soit a partir de procédures chirurgicales ou a partir d’une blessure, les vaisseaux qui
ont été 1ésés provoquent une extravasation, une agrégation des plaquettes et la formation

d’un caillot de fibrine. [188]

I s’agit d’un processus dynamique, faisant appel a des mécanismes complexes, orchestré

par de multiples intervenants, dont les plaquettes.

1. ROLE APODICTIQUE DES PLAQUETTES AU COURS DE LA
CICATRISATION

1.1 RAPPELS SUR LA PHYSIOLOGIE PLAQUETTAIRE

Les plaquettes ou thrombocytes sont des dérivés des mégacaryocytes, issues de la
moelle osseuse. De forme discoide, ce sont des structures anucléées dont la durée de vie
varie de 7 a 10 jours. Sauf pathologie, le taux de plaquettes se situe entre 150 000 a 400
000/mm’.

La membrane plaquettaire est une bicouche phospholipidique dans laquelle sont implantés
de nombreux récepteurs, dont le plus important est celui de la thrombine, et, des glycopro-

téines (GPIIb, Illa, Ib).

Ayant de nombreuses invaginations, la structure méme de la membrane est propice a une

communication rapide entre le milieu extra plaquettaire et le milieu intra plaquettaire.
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En plus d’une structure membranaire particuliére, le cytoplasme plaquettaire est relative-
ment riche : il contient de nombreux organites comme des mitochondries, des microtu-
bules, des micro-filaments d’actine et de myosine qui permettent a la plaquette de changer

de morphologie au cours des différents processus.

De surcroit, les plaquettes renferment trois types de granules qui sont libérées au moment
de I’activation plaquettaire. Par plaquettes, ils sont au nombre de 50 a 80 et chacun con-
tient prés de 30 protéines agissant au cceur de 1’hémostase et de la cicatrisation. [44, 71,

168]

Parmi elles :

* Les granules a riches en protéines (facteur4 plaquettaire, f-thromboglobuline, fi-
bronectine, thrombospondine, fibrinogene, facteur von Willebrand, facteurs de
croissance, inhibiteurs de la fibrinolyse, immunoglobulines...).

* Les granules denses contiennent de I’ADP, du calcium et de la sérotonine.

* Les granules au contenu enzymatique (phosphatase, lysosomes)

[55, 69, 80, 168]

Figure 27 : représentation d’une plaquette normale.

Le cytoplasme des plaquettes est particuliérement riche (granules sécrétoires, mito-
chondries). Elle posséde un réseau dense des microtubules qui sous-tend la forme ellip-
soidale et une membrane avec de nombreuses glycoprotéines. [44]
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La dégranulation permet I’apparition de médiateurs moléculaires au sein du foyer

cicatriciel :

» L’apparition de médiateurs inflammatoires (IL-1, PAF-4) nécessaires au re-
crutement et a 1’activation des leucocytes qui agissent au ceeur de la phase

de détersion inflammation.

» L’apparition des facteurs de croissance qui eux, interviennent dans la phase
de prolifération cellulaire (PDGF, bFGF, TGFa et B, IGFs, PD-EGF, EGF,
VEGF) attirant les fibroblastes et responsables de ’activation des polynu-
cléaires et des macrophages. [106, 110]

1.2 A PROPOS DES CYTOKINES ET FACTEURS DE CROISSANCE

Il est a noter que les termes de cytokines et facteurs de croissance sont souvent uti-
lisés indifféremment dans la littérature. En effet, ces deux médiateurs ne sont pas si dis-
semblables. Ils possédent le méme mode de fonctionnement, ils sont capables de moduler
I’activité cellulaire et jouent un role important dans les mécanismes de la cicatrisation : tant
par leur capacité a stimuler la prolifération et la colonisation cellulaire (en particuliers
PDGF) qu’a induire le remodelage du lit de fibrine et la sécrétion des premiers éléments
d’une matrice cicatricielle (TGFp, en particulier). [S5] D’ailleurs, certaines cytokines a

large spectre ont ¢ét¢ surnommeées facteurs de croissance.

Leur mode de diffusion est autocrine c'est-a-dire liaisons aux récepteurs du type cellulaires
qui les sécrétent, ou paracrine, par liaison a un récepteur d’un type cellulaire différent situé

a proximité.

Pour résumer, les facteurs de croissance sont des protéines capables de transmettre
des messages pro-prolifératifs ou pro-différenciant, de cellules en cellules, grace a des ré-
cepteurs spécifiques. Ils régulent la migration, la prolifération, le chimiotactisme et la dif-

férenciation cellulaire. [55, 176]
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1.2.1 Mécanisme d’action des facteurs de croissance

Apres activation plaquettaire, en réponse a une agression et une exposition vascu-
laire, les granules a fusent avec la membrane plasmique plaquettaire. Des protéines bioac-
tives sont sécrétées puis se lient a des récepteurs transmembranaires de cellules cibles (cel-
lules souches mésenchymateuses, ostéoblastes, fibroblastes, cellules endothéliales, cellules

¢épidermales). [71, 188]

Les plaquettes sécretent activement leur protéine dans les dix minutes qui suivent la coagu-
lation. Plus de 95% des facteurs de croissance sont libérés dans I’heure qui suit mais les
plaquettes sont capables de synthétiser des protéines supplémentaires jusqu’a la fin de leur

vie. [71, 133]

Une fois liées aux récepteurs spécifiques (tyrosine kinase ou sérine thréonine kinase), les
protéines de signalisation cellulaires sont activées. Ceci mene a I’expression de geénes qui
contrdlent la prolifération cellulaire, la synthése de collageéne, la formation de matrice, la

production d’un tissu ostéoide... [80]

Les cellules interprétent le message en modulant leur activité mitotique ou bien métabo-
lique. A leur tour elles seront capables d’émettre des facteurs de croissance ou en se diffé-

renciant. [112]

Drailleurs, lorsque ’effet plaquettaire s’estompe, les macrophages prennent le relais et

sécrétent a leur tour, leurs propres facteurs. [71]

/-\ Cellule source

Fibre collagéne,
acide hyaluronigue...

Cellule cible

\‘uﬂ“\}wmﬁ“h"‘“ q—/FGF ' e
N~ mRNAJ

Autre cellule

Prolifératior

Figure 28 : mode d’action d’une cytokine [112]
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I existe un grand nombre de facteurs de croissance et de cytokines ayant un impact
sur la cicatrisation. Cependant, penchons nous sur ceux libérés par les plaquettes, puis-

qu’ils sont censés composer les concentrés plaquettaires autologues.

1.2.2 Principaux médiateurs libérés par les plaquettes

Prés d’une trentaine de facteurs sont contenus dans les granules a. [24] Il ne s’agit
pas de tous les énumérer, mais de limiter la description a ceux qui interviennent vraisem-
blablement au cceur des concentrés plaquettaires autologues. Les principaux facteurs de

croissance et cytokines relargués par les plaquettes activées sont:

*  TGFB-1 “transforming growth factor f1”

* PDGF «platelet derived growth factor »

* IGF “insulin-like growth factor”

* PD-ECGF «platelet-derived endothelial cell growth factor »

* EGF «epidermal growth factor »

* VEGEF « vascular endothelial growth factor » [80, 106, 110, 138]

a. Platelet-derived growth factor (PDGF)

En 1974, Ross et al. décrivent pour la premiere fois un dérivé plaquettaire suscep-
tible d’accélérer la prolifération des cellules musculaires lisses des artéres chez le singe : le

« platelet-derived growth factor ». [80, 121]

Ce dérivé appartient a la famille de cinq homo et hétérodimeres (AA , AB, BB, CC, DD
isomere) : les « disulfide bonded polypeptide». Codé par 4 génes A, B, C, D, ils se lient a

différents récepteurs membranaires de type tyrosine kinase.

Sources/origines :

* Majoritairement libéré par les plaquettes et stocké dans les granules o
* Cellules épithéliales et endothéliales

¢ (Cellules musculaires lisses
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Cellules cibles et actions:

Chimiotactiques pour les macrophages et stimulation de la migration
Activité mitogene pour les fibroblastes et stimulation de la sécrétion matricielle
Stimulation de la prolifération des cellules endothéliales (favorise I’angiogenése)

Mitogenes pour les cellules souches et ostéoblastiques

[80, 112, 121, 127, 141]

b. Transforming growth factor  (TGFp)

Il existe trois isomeres de TGF a savoir : TGF B1, TGF B2 et TGF B3. Ils appar-

tiennent a la superfamille de protéine incluant les « bone morphogenic protein ». Le récep-

teur TGFf est une sérine/thréonine kinase.

Tout au long du processus de cicatrisation, TGF reste disponible : certaines formes actives

sont latentes et stockées dans la matrice et libérés par protéolyse. [141]

Sources :

Principalement ce sont les plaquettes et la matrice osseuse qui représentent la plus
grande source de TGFp. Ces deux secteurs synthétisent cent fois plus TGFB que les
autres tissus. [110]

Mais aussi : macrophages, chondrocytes et ostéoblastes

Cellules cibles et actions :

Chimiotactique pour les macrophages, stimule la syntheése de FGF et PDGF
Chimiotactisme, prolifération des chondrocytes, des ostéoblastes et des ostéo-
clastes, favorisant la synthése matricielle

Chimiotactique et mitogeéne pour les fibroblastes et stimulation de la synthése ma-
tricielle (collageéne, fibronectine, protéoglycanes), agent fibrosant

Action sur ’angiogenése

[SS, 80, 121, 127, 138, 141]
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c. Epidermal growth factor (EGF)

Décrit pour la premiére fois en 1962 par Cohen, ce polypeptide partage le méme ré-

cepteur qu’une autre famille de facteurs de croissance, les TGFa. [110, 127]

Sources/origines :

* Les plaquettes
* Les cellules épithéliales

* Les macrophages

Cellules cibles et actions :

* Les cellules épithéliales possedent le plus grand nombre de récepteurs a EGF. La
liaison favorise I’activité chimiotactique et mitogene de ces derniéres.
¢ Dans une moindre mesure, les autres cellules cibles sont les fibroblastes et les cel-

lules endothéliales provoquant chimiotactisme et effet mitogenique. [29]

d. Insulin like growth factor (IGF)

IGF est un polypeptide ayant une large séquence identique a celle de I’insuline in-
duisant le fait que son mode d’action est proche de I’insuline. Leur récepteur est de type

tyrosine kinase.

Il existe deux isoméres : IGF-I et IGF-II. Méme s’il est moins abondant, IGF-I est beau-

coup plus puissant que son homologue.

Sources/origines :

* Plaquettes

e Plasma
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Cellules cibles et actions :

* Stimulation de la prolifération et de 1’activité des ostéoblastes (synthése de matrice
osseuse dont le collagéne de type 1)

* Puissants mitogenes pour différents types de cellules lorsqu’ils agissent en synergie
avec PDGF et EGF [110] et ils seraient impliqués dans la prolifération et le déve-

loppement des cellules tumorales. [55]

e. Platelet-derived endothelial cell growth factor (PD-EGF)

Sources/origines :

* stocké dans les granules a des plaquettes

Cellules cibles et actions :

» cellules endothéliales, facteur essentiel de I’angiogenese [110, 138]

f- Vascular endothelial growth factor (VEGF)

11 s’agit du facteur indispensable a I’angiogénése capable d’induire la prolifération,

la migration, et la spécialisation des cellules endothéliales.

Sources/origines :

* Plaquettes

e Cellules épithéliales

* Cellules endothéliales
* Macrophages

* Fibroblastes

Cellules cibles et actions :

* cellules endothéliales : stimulation de 1’angiogénese et de la néoangiogénese [16,

29, 58, 111]
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2. DEROULEMENT DE LA CICATRIATION TISSULAIRE

Classiquement, la cicatrisation est décrite selon trois ou quatre phases pour en sim-
plifier la compréhension, mais elles sont toutes imbriquées les unes aux autres et plusieurs

phases peuvent coexister simultanément au sein d’une méme plaie. [171]

Les trois étapes sont :

* Une phase de détersion-inflammation et vasculaire, qui se met en place immédia-

tement apres la blessure pour se poursuivre durant 3 a 4 jours. Etant donné que sans
lésion d’un tissu, il n’y a pas lieu a cicatriser, I’hémostase est souvent décrite
comme ¢€tant la premicre étape de la cicatrisation. Elle est concomitante avec la

phase de détersion/inflammation.

* Une phase de prolifération d’une dizaine de jour, aboutissant a la formation du tissu

de granulation

* Une phase de remodelage ou de maturation qui peut durer de quelques jours a plu-

sieurs mois [141]
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Figure 29 : recrutement cellulaire et dynamique temporelle du processus de cicatrisa-
tion, d’apres [112]
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2.1 L’HEMOSTASE

L’hémostase représente le phénoméne de colmatage naturel permettant de rétablir
la continuité vasculaire, en cas de bréche. Elle est sous la dépendance des plaquettes et de
leur activation, nécessaires a 1’apparition du caillot de fibrine, dont le role est d’une part de
stopper le saignement et d’autre part de constituer une matrice provisoire pour la migration
cellulaire. Elle peut étre définie comme : « I’ensemble des mécanismes qui concourent a

maintenir le sang a 1’état fluide a I’intérieur des vaisseaux ». [168]

Plusieurs étapes composent 1’hémostase :

* L’hémostase primaire :
» Temps vasculaire
» Temps plaquettaire
* L’hémostase secondaire ou coagulation

* La fibrinolyse du caillot

2.1.1 ’THEMOSTASE PRIMAIRE

Elle aboutit a I’arrét du saignement.

a. Le temps vasculaire

Dés qu’une breche vasculaire apparait, une vasoconstriction locale se met en place
de maniere a réduire ou arréter le saignement. La lumiére vasculaire est diminuée, provo-

quant une réduction du flux vasculaire.

Ayant permis de modifier les conditions hémodynamiques, les cellules et autres médiateurs

nécessaires au bon déroulement de I’hémostase, s’agglutinent au site 1€sé. [69]
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b. Le temps plaguettaire

Cette étape de I’hémostase constitue en 1’adhésion puis en I’agrégation des pla-
quettes. C’est au cours de cette phase que les plaquettes dégranulent et sont 8 méme de

libérer de nombreux médiateurs.

L’adhésion plaquettaire est indispensable au recrutement des autres plaquettes cir-
culantes. Dés lors que la bréche vasculaire met a nu le sous endothélium, riche en microfi-
brilles de collageéne, les plaquettes adhérent par I’intermédiaire de glycoprotéines (GP Ib)

et du facteur von Willebrand.

Les plaquettes qui ont adhéré, s’activent. L’activation induit d’une part, un changement de
conformation des GP IIbllla, et d’autre part, la libération du contenu des plaquettes ; en-

zymes, calcium et granules.

Le recrutement d’autres plaquettes circulantes, associé a cette activation des plaquettes
adhérentes provoque ’agrégation plaquettaire. Les GP (glycoprotéines) ayant changé de
forme, sont alors capables de fixer le fibrinogene, en présence de calcium. C’est cette inte-
raction GP/fibrinogéne qui permet 1’agrégation et qui donne naissance a un premier throm-

bus fréle.

Progressivement, grace a la libération du contenu des plaquettes, ce premier throm-

bus va constituer le clou plaquettaire.

2.1.2 ’HEMOSTASE SECONDAIRE OU COAGULATION

Classiquement, on distingue deux voies d’activation de la coagulation :

* La voie extrinséque ou exogene, initiée par la mise en contact du facteur tissulaire

avec le sang.

* La voie intrinseque ou endogeéne ou systéme contact, qui débute par la fixation du
facteur XII au sous endothélium. Cette voie a la particularit¢ de se déclencher au
contact d’une surface chargée négativement, comme c’est le cas des phospholipides

anioniques de la membrane des plaquettes ou bien du verre.
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La voie intrinséque est la seule empruntée in vitro. C’est ce qui explique la coagulation
immédiate du sang au contact des tubes de prélévement et notamment ce qui se passe

pour obtenir le PRF.

voie intrinséque voie extrinségue

/‘\‘ Facteur tissulaire

X XIIa J
X1 XIa /_’\
X G VIa v
,...--""'V\
Vil
X Xa

Figure 30 : voies d’activation de la coagulation

Quelle que soit la voie empruntée, le résultat est 1’activation du facteur X, néces-

saire a la génération de thrombine.

La thrombine est une formidable machinerie enzymatique capable de catalyser sa propre
naissance en recrutant de nouvelles plaquettes et en agissant sur la génération de différents
facteurs de la coagulation (FVIIla, FVa et FXIa). De surcroit, elle est capable de catalyser

1000 fois son poids en fibrinogéne, son substrat.

Une fois I’apparition de la thrombine, le processus de coagulation prend toute son ampleur
et il se forme un véritable réseau de fibrine autour des globules rouges : la thrombine con-
vertit la molécule de fibrinogeéne soluble en monomeres de fibrine insoluble : ¢’est la fibri-

noformation.

La thrombine agit également sur le facteur XIII, facteur stabilisant la fibrine, ayant un rdle

majeur dans la stabilisation et la consolidation du caillot.
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Figure 31 : génération de la thrombine et fibrinoformation

Le caillot de fibrine s’organise en matrice provisoire, servant a la migration des cel-

lules. [124, 141, 171] Fibrine et fibronectine agissent comme une matrice provisoire dans

laquelle, monocytes, fibroblastes et cellules endothéliales vont pouvoir migrer. Ces cellules

dotées de récepteurs spécifiques (récepteur de 1’intégrine) reconnaissent la fibrine, la fibro-

nectine, la vibronectine et peuvent ainsi interagir avec le clou plaquettaire. [41]

2.1.3 LA FIBRINOLYSE DU CAILLOT

Dernier temps de 1’hémostase, la fibrinolyse correspond a I’étape de destruction du réseau

de fibrine, le but étant d’éviter 1’extension du caillot. La dégradation du caillot de fibrine

par la plasmine génére des produits de dégradation de la fibrine nommés PDF.

Cette étape est essentielle au cours de la cicatrisation car elle permet la prolifération des

cellules et donc le remodelage tissulaire.
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2.2 PHASE DE DETERSION INFLAMMATION

I1 s’agit de la lutte, contre les éléments exogeénes et les débris cellulaires, médiée
par les neutrophiles, les premiers a étre présents dans le site. Neutrophiles et monocytes
sont non seulement attirés par les facteurs plaquettaires, mais également par les peptides
bactériens, les fibrinopepetides -issus du clivage du fibrinogéne par la thrombine- et les

produits de dégradation de la fibrine. [41]

Tandis que les polynucléaires neutrophiles favorisent la pénétration de cellules dans la
plaie grace a leur libération d’enzymes protéolytiques, les monocytes infiltrent la plaie
sous I’'influence de TGF, adhérent a la matrice extracellulaire et deviennent des macro-

phages.

L’intervention des macrophages induit également la libération des facteurs de croissance
tels PDGF, VEGF, qui interviennent dans la prolifération cellulaire. Ils sécrétent aussi des
cytokines inflammatoires comme TNFa, IGF1 et des interleukines, I’ensemble amplifiant
la réponse inflammatoire et participant a la stimulation de la prolifération des fibroblastes,

la production de collagéne et la formation du tissu de granulation.

Les macrophages prédominent entre 48 et 72h aprés la formation de plaie. Puis, vers le
5% ot le 7°™ jour, les fibroblastes deviennent le type cellulaire dominant, tandis que les

cellules inflammatoires ne persistent que peu. [124, 171]

Les cellules mésenchymateuses migrent et commencent a se différencier en fonction du
type de tissu 1ésé (tissu osseux, cartilagineux, tissu fibreux, vaisseaux sanguins et autres).
Les fibroblastes quant a eux migrent et se chargent de produire la matrice extracellulaire.
L’angiogénése est initiée et un tissu de granulation apparait, riche en fibroblastes, en cel-

lules inflammatoires et en néo capillaires. [71, 97]
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Inflammatory Phase (Day 3)
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Figure 32 [177] : cicatrisation de la plaie a 3jours

2.3 PHASE DE PROLIFERATION

Cette phase de recolonisation est orchestrée par la succession des cascades de réac-
tion régies par les facteurs de croissance. Les premicres étapes ont conduit a la formation
d’un tissu encore mal organis€, qui va subir les étapes de remodelage et de différenciation.

Tout se déroule de maniére centripete c'est-a-dire de 1’extérieur vers I’intérieur.

La phase de prolifération comprend trois événements:

* Une phase d’¢épithélialisation
* La formation du tissu de granulation

¢ Lanéo-vascularisation

2.3.1 PHASE D’EPITHELIALISATION

Elle donne lieu a la prolifération des cellules épidermiques, qui expriment des inté-

grines, réagissant avec les protéines de matrice extracellulaire (fibronectine, vibronectine).
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Il s’agit d’une véritable étape de réorganisation de la matrice extracellulaire ; les
cellules pour progresser et en progressant expriment des collagénases (des métalloprotéi-

nases) qui dégradent collageéne et autres protéines matricielles.

2.3.2 FORMATION D’UN TISSU DE GRANULATION

Le tissu de granulation envabhit la plaie.

Il est composé de macrophages, de vaisseaux sanguins, de la matrice extracellulaire
intermédiaire avec des molécules structurelles (fibrine, fibronectine, d’acide hyaluro-
nique), des fibroblastes qui se chargent de la synthése de collagéne pour le modelage de la
matrice. Sous 1’action de TGFB1, la matrice est progressivement remplacée par une matrice

définitive.

Cette phase dure entre 10 et 15 jours et est dépendante de la présence des cytokines. Elle

correspond a la prolifération des fibroblastes, a I’angiogenése et la synthése de la matrice.

Elle comprend les phénomenes de migration, prolifération des cellules endothéliales et
fibroblastiques ainsi que la syntheése de la nouvelle substance fondamentale et de la nou-

velle matrice par les fibroblastes.

La prolifération des fibroblastes commence des les 48 premicres heures et dépend de la
présence de cytokines produites par les plaquettes et les macrophages : IGF-1, EGF, TNF
et PDGF-BB mais aussi par ceux émis par les fibroblastes eux-mémes, par stimulation au-

tocrine.

La formation du tissu de granulation se met en place grace a la présence du réseau de fi-
brine lui-méme, qui sert de trame a la migration des fibroblastes. Mais au fur et a mesure
de ’avancée des fibroblastes, la matrice est remaniée. La dégradation de la fibrine est es-

sentielle pour laisser la place aux fibroblastes qui peuvent alors apposer du collagene.

La prolifération cellulaire nécessite un systéme protéolytique actif. [41] Les constituants de
la matrice sont attaqués par des protéinases : les métallo-protéines matricielles ou MMPs.

[29]
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D’ores et déja on peut estimer I’importance de cette trame de fibrine mais aussi du
role des plaquettes. La encore, les facteurs de croissance interviennent dans les processus

de régulation et de contrdle de la fibrinolyse. [97]

2.3.3 LA NEOVASCULARISATION

Elle est intense, indispensable a la survie du jeune tissu. La migration des cellules
endothéliales s’effectue a partir des vaisseaux les plus proches. L’organisation de la ma-
trice provisoire et sa richesse en acide hyaluronique rendent possible I’avancée des néoca-
pillaires. L hypoxie tissulaire favorise 1’angiogenése. Les cytokines les plus angiogéniques

au cours de la cicatrisation sont FGF, TGFb, VEGF et I’angiopoiétine.

Hormis les facteurs de croissance et autres agents stimulateurs, la présence de la matrice
est 1a encore essentielle pour 1’angiogénése : la fibrine elle-méme a été reconnue pour in-

duire I’angiogénese directement. [41]

C’est au cours des trois €tapes décrites ci-dessus que le tissu de granulation comble le

foyer cicatriciel tout en repoussant le caillot de fibrine qui s’organise en croute.

Reepithelialization and Neovascularization (Day 5)

Figure 33: plaie a 5jours [177]

Progression des fibroblastes et des néo vaisseaux, dans le réseau de fibrine, grdce au jeu
des protéinases
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2.4 PHASE DE REMODELAGE/MATURATION

Derniére et ultime étape de la cicatrisation, c’est elle qui détermine les aspects es-

thétiques, structuraux et fonctionnels du tissu cicatrisé. Elle est caractérisée par la contrac-

tion de la plaie sous 1’action de TGFB1 et TGF2.

Le remodelage est un équilibre précis entre synthése et dégradation, contrdlé par les métal-

loprotéinases matricielles sécrétées par les macrophages, les cellules épidermiques, les

cellules endothéliales et les fibroblastes.

Grossierement, cette étape se charge de dégrader les fibres de collagéne non orientées de

maniére fonctionnelle et de perfectionner les fibres ordonnées, jusque I’obtention d’un ré-

seau stable et fonctionnel. Il peut durer jusqu’a 2 mois apres la fermeture de la plaie.

Etapes Phase de détersion Phase de proliféra- Remodelage
inflammation tion
Cellules Plaquettes Fibroblastes Fibroblastes
Macrophages, masto- Macrophages Cellules endothéliales

cytes
Polymorphonucléaires

Cellules endothéliales

PDGF, EGF, TGFa et
B, IL-1 et 2, IFN, MCP-
1, HB-EGF

Facteurs principaux

Matrice Fibrine, fibronectine

Cellules endothéliales

Cellules épithéliales

FGF, VEGF, TGF-p,
IGF, HGF

Fibrine, fibronectine,
collagenes I et 111,
acide hyaluronique,

GAG

Cellules épithéliales,

musculaires lisses

FGF,
TGF-B

IGF, VEGF,

collagenes I et 111,
acide hyaluronique,

GAG

Tableau 4 : quelques intervenants caractéristiques de la cicatrisation, en fonction des dif-

férentes étapes, d’apres [29]
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3. PARTICULARITE DE LA CICATRISATION OSSEUSE

Le processus de cicatrisation osseuse reprend les mémes grandes étapes que la cica-
trisation tissulaire. Mais a la différence prés que le tissu osseux est le siege de remanie-

ments permanents et constants afin de répondre a trois grandes fonctions :

* Maintenir I’homéostasie phosphocalcique de I’organisme
* Adapter le squelette a son environnement pour éviter les risques de fractures

* Réparer par renouvellement cellulaire les dommages osseux [4, 111, 187]

3.1 LE REMODELAGE DU TISSU OSSEUX

Le remodelage suit comme chronologie : activation/ résorption/ inversion/ formation. Il

dure de 3 a 6 mois.

Phase d’activation sous la dépendance des cellules bordantes

Les cellules bordantes ne sont autres que des ostéoblastes devenus inactifs. Malgré
leur inactivité, elles participent aux communications entre cellules. Elles peuvent étre une
source de cellules ostéoblastiques de réserve capable de se transformer en cellules ostéogé-

niques. De surcroit, elles modulent 1’activité des ostéoclastes.

Les cellules bordantes qui recouvrent une surface osseuse inactive s’activent et dégradent
la couche collagénique sous-jacente exposant ainsi une zone attirant par chimiotactisme

des préostéoclastes.
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Phase de résorption sous la dépendance des ostéoclastes

Les ostéoclastes sont des cellules multi nucléées spécialisées dans la résorption os-

seuse._Les préostéoclastes fusionnent, deviennent des ostéoclastes actifs et adhérent a la

surface osseuse : il s’agit de la dégradation du minéral osseux et de la matrice organique.

Phase d'inversion sous la dépendance des cellules ostéoprogénitrices

Au fur et a mesure que les ostéoclastes pourchassent leur activité de résorption, ils

laissent la place pour le recrutement de cellules ostéoprogénitrices nécessaires a la forma-

tion d’une nouvelle matrice qui se minéralise. (Voir figure 34)

Précurseurs OC

Ostéoclastes

Tissu ostéoide I Front de minéralisation

Ostéoblastes

Cellules mononucléées

© 4

Ligne
cémentante
—

Figure 34 : étapes du remodelage osseux, d’apres [187]

OC=préostéoclastes
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Phase de formation sous la dépendance des ostéoblastes

Les ostéoblastes situés a la surface de 1’os sont responsables de 1’ostéogenese en
synthétisant la matrice extracellulaire (substance ostéoide) puis en controlant la minéralisa-
tion de celle-ci. Ils sont capables de sécréter des cytokines, des facteurs de croissance
(TGFB, PDGF, BMP2, 4 et 6) et sont remarquables grace a ’activité¢ de la phosphatase
alcaline. Puis ils se différencient en cellules bordantes et en ostéocytes au fur et a mesure

que la matrice est synthétisée et minéralisée.

Les ostéocytes, enfermés dans la matrice minérale osseuse, sont capables de com-
muniquer entre eux par des canalicules nommés ostéoplastes pour la transmission de diffé-

rents signaux. Ils ne sont plus capables ni de se diviser ni de toute activité de synthese.

Les ostéoblastes recrutés viennent combler la lacune en apposant une nouvelle matrice

organique, le tissu ostéoide, qui sera minéralisé secondairement. [4, 111, 166, 179, 187]

3.2 ETAPES DE LA CICATRISATION OSSEUSE

Elle dépend de la capacité¢ de migration et de prolifération des ostéoblastes. Ces
derniers proviennent de cellules souches mésenchymateuses qui doivent migrer et se diffé-
rencier sous I’influence de facteurs de croissance dont le plus important semble étre la

BMP « bone morphogenic protein ».

3.2.1 LES ACTEURS ESSENTIELS DE LA CICATRISATION OS-
SEUSE

3.2.1.1 Origines des cellules souches mésenchymateuses

La régénération osseuse ne peut se faire que lorsque des cellules souches forment

les cellules progénitrices des ostéoblastes, chondroblastes ou chondroidocytes.
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Ces cellules souches ainsi que les cellules progénitrices ont été mises en évidence
dans la moelle osseuse ainsi que dans le périoste. Ce dernier contient des ostéoblastes, des

pré ostéoblastes et des cellules ostéoprogénitrices. [166]

Récemment, certaines études ont montré que la membrane de Schneider contenait des cel-

lules ostéoprogénitrices et donc un potentiel ostéogénique. [180]

Les cellules souches mises en évidence dans la moelle osseuse ont montré une extraordi-
naire plasticité. De méme, des cellules des tissus péri-osseux (cellules péri vasculaires ou
péricytes), situées dans le dédoublement de la membrane basale qui entoure I’endothélium
des capillaires, adipocytes ou cellules musculaires, ainsi que des cellules circulantes ont
montré certaines capacités a se trans-différencier en ostéoblastes lorsqu'ils sont placés in

vitro dans un environnement moléculaire ostéogénique. [76]

Le ligament alvéolo-dentaire est également un tissu ostéogénique. Des cellules ostéopro-
génitrices situées dans les espaces endostés de ’os alvéolaire et dans le ligament peuvent
étre stimulés par les facteurs du caillot sanguin. Les cellules desmodontales se sont révé-
l1ées pluripotentes, et capables de se différencier en ostéoblastes, cémentoblastes ou fibro-
blastes. Ces mémes cellules expriment des marqueurs phénotypiques osseux tels que la

phosphatase alcaline, I’ostéocalcine. [166]

3.2.1.2 Les BMP « bone morphogenetic protein »

Urist les décrit pour la premiére fois en 1965. Ces protéines sont responsables de la
transformation des cellules souches mésenchymateuses indifférenciées en chondrocytes et

en ostéoblastes. Elles possedent donc un potentiel particulieérement ostéogéniques.

Elles appartiennent a la superfamille des TGFf et jouent un role déterminant dans la mor-

phogenese et la réparation du squelette. [166]

Leur principale source est la matrice osseuse.
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3.2.2 DEROULEMENT

3.2.2.1 Phase de détersion inflammation

La cicatrisation osseuse débute par une phase inflammatoire et de maniére conco-
mitante par la formation du caillot sanguin. Le caillot sanguin contient les plaquettes qui
vont synthétiser les facteurs de croissance tels PDGF, TGFp, IGF-1. Ces facteurs vont sti-
muler ’angiogénése et initier la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en

cellules ostéoprogénitrices qui vont s’engager vers la voie ostéoblastique.

De mani¢re concomitante, macrophages et monocytes se chargent de débarrasser le
site des ¢léments nuisibles et de réguler la réponse inflammatoire. Ils sécretent des cyto-
kines essentielles pour stimuler la phase de réparation. Il s’agit de TNFa et d’IL-1. Le

premier est un facteur angiogénique tandis que le second stimule I’activité ostéoclasique.

Progressivement, le site 1és¢€ est envahit de nouveaux vaisseaux, de collageénes et de
cellules. D’autres facteurs se voient incriminés dans une action chimiotactique sur les cel-

lules endothéliales, les principaux sont : VEGF, FGF et I’angiopoietine.

3.2.2.2 Phase de prolifération

Si I’on se remémore la phase d’inversion au cours du remodelage, les ostéoclastes
libérent la place pour le recrutement des cellules ostéoprogénitrices. TGFp stimule
I’engagement des cellules ostéoprogénitrices vers la voie ostéoblastique ; IGF stimule leur

prolifération.

Les surfaces endostées et périostées sont recouvertes de cellules souches mésenchyma-
teuses enchassées pendant 1’ostéogenese. Durant le remodelage osseux, les cellules bor-
dantes se rétractent et libérent 1’accés en faveur des ostéoclastes. La résorption ostéoclas-
tique permet a la matrice osseuse dégradée de libérer des facteurs de croissance a potentia-
lit¢ inductrice : les BMP. IlIs induisent la différenciation des cellules souches en chondro-
blastes ou ostéoblastes. L’activation des cellules ostéoprogénitrices par les BMP semble

étre I’élément majeur de la différenciation des ostéoblastes. [166]
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3.2.2.3 Phase de modelage/ maturation

Le foyer s’organise en une matrice tridimensionnelle propice aux interactions cellu-

laires. On ne parle plus de tissu de granulation mais de cal osseux. La migration et la diffeé-

renciation des cellules pluripotentes sont rendues possibles.

Ces cellules proliférent et se différencient pour engendrer une réponse cicatricielle. Les

ostéoblastes actifs migrent vers le site l€sionnel et synthétisent une nouvelle matrice os-

seuse non encore minéralisée (tissu ostéoide).

Puis au terme du recrutement de cellules ostéoprogénitrices et de leur différenciation, la

trame cartilagineuse confectionnée par les ostéoblastes, finit par se minéraliser. D’abord

immature, 1’0s va progressivement se remanier. [4, 47, 121]

L’essentiel...

La cicatrisation peut étre divisée en trois ou quatre étapes :
* Phase vasculaire et de détersion-inflammation
* Phase de prolifération

* Phase de remodelage

Méme si le déroulement précis de la cicatrisation conserve
encore quelques mysteres, plaquettes, facteurs de croissance, fibrine
et cellules inflammatoires participent activement a ce processus

dynamique et complexe.

Or ces éléments sont présents dans les concentrés plaquettaires autologues...
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Partie 111
PARTICIPATION DES CONCENTRES PLAQUET-
TAIRES A LA CICATRISATION

-89 -



1. LE PRF : UNE ARCHITECTURE PARTICULIERE

La particularité du PRF provient de son architecture tout a fait particuliere, qui lui
confére des propriétés intéressantes, que nous détaillerons par la suite. Son organisation est

due au mode de polymérisation de la fibrine. [109]

1.1 UNE ORGANISATION TRIDIMENSIONNELLE

1.1.1 MECANISME DE POLYMERISATION DE LA FIBRINE

Le processus de polymérisation de la fibrine s’effectue au cours de la coagulation.
Une fois I’apparition de la thrombine, il se forme un véritable réseau de fibrine autour des

globules rouges.

La thrombine convertit la molécule de fibrinogéne soluble en monomeéres de fibrine inso-

luble.

Le fibrinogéne est une protéine de bas poids moléculaire précurseur de la fibrine. Elle est
composée de deux monomeres, chacun possédant trois chaines (alpha, beta, gamma). En

son centre, ce dimére présente un domaine E et latéralement deux domaines D.

Domaine E

Domaine D

Domaine D

Figure 35 : Modélisation simplifiée d’une molécule de fibrinogeéne, d’aprés [65]
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En clivant cette molécule, au niveau des extrémités N-terminale des chaines a et B, des
domaines de liaison E et D, de monomeéres adjacents, apparaissent. Les deux domaines

ainsi libres, se lient par des liaisons non covalentes. (Voir figure 36)

Fibrinogéne active

domaine D
f 1

domaine D

~ g
|'| Lisison non covalente D-E
i

Figure 36 : Modélisation théorique des liaisons non covalentes permettant I’alignement
des domaines E et D des molécules de fibrinogéne [65]

Ceci permet de constituer un réseau de monomeres de fibrine par processus de polymérisa-

tion en chaine. [23, 57]

Cependant, le polymére de fibrine est encore instable. Les liaisons non covalentes
vont permettre le rapprochement et 1’alignement des domaines E et D et ainsi contribuer a

la liaison des domaines D ensemble. (Voir figure 37)
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3 j Liaison covalente D-D¥

Figure 37 : Modélisation théorique de I’établissement des liaisons covalentes, permises
par Uaction du facteur XIII, aboutissant a un polymeére stabilisé [65]

En effet, de mani¢re concomitante, la thrombine, en tant que véritable « super en-
zyme », active le facteur XIII (ou facteur stabilisant de la fibrine : FSF) indispensable a la
formation de liaisons covalentes liant les domaines D au sein du réseau de fibrine. Ceci

aboutit a un réseau de fibrine stabilisé et donc, a la consolidation du thrombus.

1.1.2 FTABLISSEMENT D’UNE ARCHITECTURE TRIDIMENSION-
NELLE

C’est ainsi qu’a partir du fibrinogene se constitue progressivement, fibrille apres fi-
brille, un véritable réseau tridimensionnel de fibrine qui sera capable d’emprisonner les
globules rouges pour la formation du thrombus définitif. Cependant, le mode de polyméri-

sation semble influencer les qualités mécaniques et biologiques de la trame de fibrine.

A la différence des matrices de fibrine obtenues dans les protocoles de colles tissu-
laires, qu’il s’agisse de colle de fibrine ou bien du PRP, le PRF est issu d’une polymérisa-
tion naturelle et progressive au cours de la centrifugation : les concentrations de thrombine

au sein du PRF sont physiologiques puisqu’il n’y a aucun ajout.

Ce mode de réticulation est I’'une des caractéristiques principales du PRF. Il procure ainsi
un réseau de fibrine, a 1’organisation tridimensionnelle homogene, propice a la proliféra-

tion cellulaire.
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Tandis que 1’association de thrombine et de calcium pour déclencher les derniéres étapes
de la coagulation, entraine une polymérisation brutale de la fibrine, des colles ou du PRP.

[57]
Au cours de I’assemblage des fibrilles de fibrine, deux architectures sont possibles :

* Ou bien des jonctions condensées tétra moléculaires ou bilatérales

* Ou des jonctions branchées tri moléculaires ou équilatérales

Les jonctions condensées se constituent lorsque la thrombine est en grande concentration.
Le réseau est alors rigide et peu propice a la migration des cellules. C’est ce qui est obtenu

avec les colles de fibrine et avec le PRP. (Voir figure 38)

Figure 38 : Modélisation théorique des jonctions condensées, rigides d’apreés [57]

A contrario, avec une concentration plus faible de thrombine, le réseau de fibrine possede
une organisation tridimensionnelle qui lui confére une grande ¢lasticité, propice a la migra-

tion des cellules et a la rétention de molécules. (Voir figure 39) [57, 65]
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Figure 39 : Modélisation théorique des jonctions branchées procurant une grande élas-
ticité du réseau, d’apres [57]

1.2 IMPORTANCE DE LA MATRICE DE FIBRINE

Nous venons de voir le mode de polymérisation de la fibrine. La fibrine, forme ac-
tivée du fibrinogene, est le produit final de la coagulation, mais son role ne se limite pas
uniquement a étre un ¢lément d’obturation de bréche vasculaire : elle peut étre considérée

comme « substrat » de la cicatrisation.

1.2.1 INTERET DE LA FIBRINE AU COURS DE LA CICATRISATION

La génération de la fibrine est un ¢lément essentiel a la consolidation du thrombus.
Naturellement, ce qui aboutit a la formation du caillot de fibrine, suggére 1’existence préa-
lable d’une bréche. Ainsi, le processus de coagulation aboutit a la création du réseau fi-

brine-fibronectine, ¢lément essentiel pour la stabilisation du clou plaquettaire.

Le caillot de fibrine, en comblant la perte de substance, s’organise en matrice pro-
visoire et devient un véritable guide pour la cicatrisation : monocytes, fibroblastes et cel-
lules endothéliales vont ainsi pouvoir migrer, en suivant le maillage de fibrine. [124, 141,

171]
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En effet, ces cellules dotées de récepteurs spécifiques (récepteur de I’intégrine), reconnais-
sent la fibrine, la fibronectine, la vibronectine et peuvent ainsi interagir avec le clou pla-

quettaire. [41]

Clou plaquettaire et réseau de fibrine forment alors le thrombus rouge qui, de part sa confi-
guration spatiale et sa composition, incorpore d’autres ¢léments sériques : des leucocytes,

des globules rouges, de la fibronectine, vitronectine, thrombosporine. [97, 157]

Mais ce n’est pas tout, la matrice de fibrine crée ainsi un véritable réservoir de facteurs de

croissance, qui enchassés dans ce maillage, voient leur effets biologiques prolongés. [123]

Tuan et al. [190] ont décrit le role de la matrice de fibrine dans la réparation tissulaire et
ont montré que les fibroblastes réorganisent activement la matrice de fibrine pour synthéti-

ser du collagene.

Soumis a un remodelage intensif, le caillot de fibrine s’organise progressivement en tissu

conjonctif mature.

Le réseau de fibrine va agir en tant que véritable tuteur au cours du processus de ci-

catrisation, il permet :

¢ Le recrutement
* La migration
e L’adhésion

e La différenciation cellulaire [2]

De surcroit, la dégradation de la fibrine par la plasmine, produit des fibrinopeptides qui se
révelent etre de puissants chémoattractants pour les neutrophiles et les monocytes, donc

pour les cellules immunitaires. [39, 57, 80, 165, 188]

La destruction de cette matrice de fibrine est essentielle a la prolifération cellulaire, no-
tamment aux fibroblastes, qui suivent rigoureusement la trame de fibrine pour pouvoir ap-

poser le collagene. [41]

La cicatrisation ne peut se faire s’il n’existe pas la formation de nouveaux vaisseaux pour
permettre entre autre Darrivée des différentes cellules. Il s’agit du phénomene

d’angiogénese.
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La encore, ce phénomene est permis par I’invasion des cellules endothéliales au niveau de
la matrice de fibrine qui, elle-méme a permis le recrutement de glycoprotéines circulantes

(fibronectine, vibronectine...) et de cytokines.

Nehls et Herrmann [147] ont démontré sur des artéres pulmonaires de beeufs, que la
structure de la fibrine, ou plutot son degré de rigidité, influence la migration cellulaire et la
formation de néocapillaires. De la méme maniere, Van Hinsbergh et al. [191] ont montré in
vitro, que la croissance des cellules endothéliales dans un modéle de matrice tridimension-
nel de fibrine, était modulée par sa structure. Le réseau de fibrine doit étre suffisamment

souple et stable pour permettre une migration cellulaire.

Par ailleurs, la fibrine est également une matrice propice au remodelage osseux, par

sa capacité a retenir les protéines morphogenes osseuses. [103]

1.2.2 POLYMERISATIONS DIFFERENTES, BIOLOGIES DIFFE-
RENTLES

Les différentes technologies des fibrines ont des modes de polymérisation différents

qui impliquent des mécanismes d'intégration biologique tres différents [57, 60]

Le réseau de fibrine issu d’un processus progressif et naturel, a I’image du PRF, en-
traine un piégeage de cytokines et de facteurs de croissance, au sein méme du réseau, qui
seront disponibles progressivement pour le remodelage matriciel au cours de la cicatrisa-

tion. [35, 55]

Le processus de polymérisation au sein du PRF permet une architecture telle que la libéra-
tion des facteurs de croissance et des glycoprotéines se fait de maniére continue pendant
pres de 7jours. Ce qui n’est guere possible au sein du PRP ou I’activation brutale des pla-
quettes libére de maniere immédiate et brutale les facteurs de croissance. Par ailleurs sa

structure plus rigide est moins propice a la migration des cellules. [60, 61]

Le PRF semble étre constitué d’un assemblage intime de cytokines et renferme des glyco-
saminoglycanes (héparine, acide hyaluronique), entremélés au sein du réseau de fibrine
lentement polymérisé. L’ensemble contribue a potentialiser la cicatrisation. [S5, 65]
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Figure 40 Modélisation de la structure tridimensionnelle du réseau de fibrine issu du
PRP: (1) plaquettes (2) cytokines extrinséques, d’apreés [55]

Figure 41 : Modélisation de la structure tridimensionnelle du réseau de fibrine issu du
PRF : (1) cytokines intrinséques (2) cytokines extrinséques (3) chaines glycaniques (4)
fibronectine (5) fibrilles de fibrine entremélées avec les chaines glycaniques et les glyco-
protéines, d’apres [55]

La matrice de fibrine offre un lieu de migration cellulaire propice a la cicatrisation
et a ’angiogénese. Son organisation tridimensionnelle est un élément majeur : elle doit
permettre I’interaction cellulaire mais aussi I’incorporation des divers ¢léments essentiels

a la cicatrisation. Or, ¢’est I’essence méme du PRF.
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Son architecture propre est capable d’attirer et de piéger de nombreux composants agissant
au cceur de la cicatrisation et, son €élasticité semble propice a la migration cellulaire. A tra-
vers cette organisation, le caillot formé agirait comme un centre au sein duquel, le réseau
cicatriciel se mettrait en place, avec tous les éléments « nutritifs » essentiels pour promou-

voir la cicatrisation.

L’essentiel...

Fibrine et hémostase :

» Le réseau de fibrine s’établit lors de la fibrinoformation, au cours du processus de
I’hémostase
» 1l obture les bréches vasculaires et consolide le thrombus

Fibrine et cicatrisation :

» Le réseau de fibrine s’organise en matrice provisoire, véritable tuteur pour la cica-
trisation

» En tant que guide, il favorise : le recrutement, la migration, 1’adhésion, la différen-
ciation et la prolifération des cellules (fibroblastes, cellules inflammatoires et cel-
lules endothéliales)

» Incorpore différents éléments sériques et posséde un role de réservoir de facteurs
de croissance et de cytokines

» Depuis sa génération jusque sa destruction, cette matrice demeure primordiale :
elle favorise la prolifération cellulaire et le remodelage au cours des étapes finales
de la cicatrisation

Mais :

» Le mode de polymérisation influence ses propriétés or :
= laréticulation est amplifiée artificiellement dans les protocoles menant aux
PRP et aux colles de fibrine tandis qu’elle reste proche des conditions phy-
siologiques pour le PRF
» [l en découle une biologie et un mode d’incorporation des divers éléments

différents.
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2. CE QUE RENFERMENT LES CONCENTRES PLAQUET-
TAIRES...

Précédemment énoncé, le « platelet rich plasma » est obtenu par centrifugation(s),
sous anticoagulant pour rechercher a concentrer les plaquettes. L’ajout d’un activateur
permet la gélification quasi instantanée. La matrice de fibrine qui en découle n’est donc
pas la méme que celle issue a partir de la technique PRF. Or le concept du « platelet rich

fibrin » repose davantage sur la formation du treillis de fibrine, milieu de culture idéal.

Ainsi, leur architecture différe en quelques points et pourtant, I’'un comme [’autre, ils ont

pour prétention de stimuler la cicatrisation...

2.1 PLAQUETTES ET FACTEURS DE CROISSANCE

2.1.1 A PROPOS DES PLAQUETTES

Les plaquettes sont incriminées dans le processus de I’hémostase, souvent considé-
ré comme la premicre étape de la cicatrisation, mais pas uniquement. Elles posse¢dent di-

verses fonctions :

* Role majeur dans le processus de I’hémostase et de la coagulation

* Role influant sur la cicatrisation

* Role dans I’inflammation : les plaquettes peuvent amplifier une réaction inflamma-
toire via: la synthése de prostaglandines, leur chimiotactisme pour les polynu-
cléaires neutrophiles et la sécrétion de facteurs de perméabilité vasculaire

* Role immunologique

* Role dans les métastases

e Action sur les parois vasculaires [4]
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Pour rappel, les plaquettes posseédent prés de 50 a 80 granules au sein de leur cytoplasme,
parmi lesquels les granules a, qui contiennent les facteurs de croissance, ces médiateurs

régulant migration, prolifération, chimiotactisme et différenciation cellulaire. [44, 71]

Au vu du pouvoir de ces médiateurs plaquettaire sur le comportement cellulaire, il
est intéressant de concentrer un maximum de plaquettes pour bénéficier de toutes leurs

vertus.

Haynesworth et al. (2002) [92] ont montré que la prolifération et la différenciation des cel-
lules souches mésenchymateuses étaient en relation avec la concentration des plaquettes.
Lui et al. (2002) [120] arrivent & la méme conclusion mais cette fois en rapport avec la

prolifération des fibroblastes et leur production en collagéne de type 1.

Pourtant d’autres études suggérent que la présence des plaquettes en forte concentration

peut engendrer des effets inhibiteurs. [85, 96]

Ce n’est donc pas pour rien que la question de la concentration en plaquettes des proto-

coles PRP a fait I’objet de plusieurs études et de comparaisons.

Weibrich [197, 198, 200, 201], Appel [9], Kaux [102], Leitner [114], Mazzuco [140]...

n’ont pas échappé a la tentation de débattre sur le systéme le plus efficace.

Mais au final, aucune corrélation précise n’a pu étre fondée sur la capacité a con-
centrer les plaquettes, les facteurs de croissance, les parametres de centrifugation...sans
compter les variations inter individuelles en composants sanguins. Ce qui nous ramene a la

question de la standardisation des protocoles. (voir premiere partie)

Quant au PRF, les analyses histologiques ont montré¢ que les plaquettes
s’accumulent dans la partie basse du caillot de fibrine, a la jonction entre la portion conta-
minée par les globules rouges et le caillot de fibrine a proprement parlé. [65] (Voir figure

42)
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. Red thrombus : red corpuscules and platelets
enmeshed in a tight fibrin matrix.

D Fibrin clot.

‘:I « Buffy coat » : whitish lines corresponding to the
accumulation of platelets trapped into the PRF fibrin matrix.

Figure 42 : caillot obtenu apres centrifugation [55]

Etant donné la consistance du biomatériau, le nombre de plaquettes ne peut étre évalué.
[80] Cependant, une étude menée en 2009, par Su et al. [182] corrobore avec le fait que les
plaquettes sont « piégées » dans la matrice de fibrine. Ayant I’idée d’étudier le plasma
acellulaire non utilisé du PRF, ils se sont apercus que 1’ajout de thrombine n’induisait pas
la formation d’un caillot, indiquant que toutes les plaquettes faisaient partie intégrante du

caillot de PRF.

2.1.2 FACTEURS DE CROISSANCE A TRAVERS LES CONCENTRES
PLAQUETTAIRES

Gassling et al. en 2009[80] ont compar¢ le PRP et le PRF sur leur propension a li-
bérer des facteurs de croissance sur différents types cellulaires. Leurs résultats sont proches
de ceux déja constatés par Dohan et al. en 2006 [S5] : de manicre générale, les quantités de

facteurs de croissance sont plus élevées avec le PRP.

A D’issue d’une étude pour déterminer la quantité de cytokines plaquettaires et ou
elles sont concentrées au sein du PRF, Choukroun et al. se sont rendus compte qu’elles
n’étaient ni dans le surnageant ni dans I’exsudat, émettant alors 1’hypothése qu’elles fai-

saient partie de la matrice de fibrine et intimement liées aux polymeres de fibrine. [S55, 56]
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Ce qui peut expliquer qu’a un instant t, la concentration soit faible par rapport notamment
au PRP. Ce dernier en libérant de maniére massive les cytokines, via 1’ajout d’un activa-
teur, leur confére un effet que pendant un court laps de temps, tandis qu’enchevétrées dans

le réseau de fibrine du PRF, les cytokines sont libérées progressivement. [56, 188]
Plusieurs études confirment cette hypothése.

Ling et coll. [93] ont quantifié la présence de 2 facteurs de croissance : PDGF-AB
et TGF-B1, présents dans les exsudats du PRP et du PRF a différents moments (1, 7, 14, 21
et 28 jours). Concernant le niveau de TGF-B1, a 7 et 14 j, il se trouve en concentration si-
gnificativement plus élevée au sein du PRF et atteint le niveau le plus haut a 14;. Les résul-
tats sont a peu pres similaires pour la libération du PDGF, avec une libération maximale a

75,

Le comportement du PRP face a la libération de ces deux facteurs de croissance, montre
une libération massive le premier jour (de manicre plus importante que le PRF) pour fina-

lement décroitre dans le temps.
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Figure 43 [93] : quantité de facteurs de croissance libérée a différents temps, (4) con-
cerne TGF-f1, (B) concerne PDGF-AB.
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Si I’on en revient a I’étude de Su et al. [182], le projet n’étant pas seulement de dé-
grossir la composition du plasma acellulaire, mais d’évaluer la présence des facteurs de
croissance du PRF, elle confirme bien la libération graduelle de PDGF, VEGF, EGF et
TGFB1 au cours du temps (300min soit Sh).

Dohan E. et coll. en 2009 [64] se sont proposés de quantifier a travers une étude in
vitro, la libération de facteurs de croissance et d’une glycoprotéine de la matrice, au sein

de membranes PRF.

L’¢tude s’échelonne a travers 7 temps expérimentaux allant de 20min jusque 7jours et con-
cerne : TGF-B1, PDGF-AB, TSP-1 et VEGF. En conformité avec les résultats de Su et
al.[182], ces facteurs connaissent une libération croissante et ¢levée durant les 24 pre-
miéres heures puis, elle demeure progressive mais plus lente jusqu’au 5™ jour. VEGF ne
connait pas tout a fait la méme progression : sa libération est massive les 4 premicres

heures.

2.3 LEUCOCYTES

2.3.1 ROLES DES LEUCOCYTES

Les leucocytes ou globules blancs sont des cellules du systéme immunitaire, char-

gés de :

* Réguler ’expression inflammatoire
* Sécréter de nombreux facteurs impliqués non seulement dans I’inflammation mais

¢galement dans la cicatrisation. (angiogéniques tel le VEGF) [141]

I1 existe trois types de leucocytes, dont on distingue :

Les polynucléaires neutrophiles : ils interviennent dans le mécanisme de phagocytose, de
lyse, de détersion et ont un role anti-infectieux. Ils agissent trés précocement et sont les
premiers a arriver sur les lieux, ayant pour mission principale : combattre les microorga-

nismes présents.
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Les macrophages : interviennent plus tard (vers le troisiéme jour) mais de maniére plus

spécifique, avec une efficacité anti-infectieuse supérieure a celle des PNN.

D’origine sanguine et tissulaire, ils ont des propriétés lytiques, de phagocytose (débarras-
sant le tissu des cellules mortes et des microorganismes) et de présentation des antigénes

aux lymphocytes T.

Ils ont un réle dans la phase de détersion mais aussi dans la phase de prolifération de la
cicatrisation. En induisant la libération de cytokines et de facteurs de croissance, tels le
PDGF, le TGFp et IGF, ils stimulent la prolifération et la migration des cellules endothé-

liales et des fibroblastes, favorisant ainsi la formation de la matrice extracellulaire.

Les lymphocytes eux, sont capables d’activer les cellules inflammatoires par la libération
de cytokines et d’induire I’expression de molécules d’adhésion. Ils possédent un role anti-

bactérien spécifique. [141]

Par ailleurs rappelons que la dégradation de la fibrine, génére des fibrinopeptides chimio-

tactiques pour les neutrophiles et les monocytes, donc pour les cellules immunitaires.

2.3.2 MEDIATEURS LIBERES PAR LES LEUCOCYTES

A I’instar des plaquettes, ils libérent des facteurs de croissance et des cytokines, dés
leur activation, parmi lesquels, des cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFa) et des

cytokines de cicatrisation (IL-4).

2.3.2.1 Cytokines de I’inflammation

2.3.2.1.1 Les mterleukines

IL-1, IL-6 sont des cytokines inflammatoires, produites par de nombreuses cellules (ma-

crophages, neutrophiles, fibroblastes...)
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Cellules cibles et actions

* IL-1P stimule I’activité des ostéoclastes notamment en combinaison avec TNFa

e Accroit D’activation des cellules immunitaires (LT) et induit 1’expression
d’interféron vy par les lymphocytes

* Agit en synergie avec le « tumor necrosis factor » (TNFa) pour la stimulation des
lymphocytes [110]

* IL-6 est un facteur de différenciation des lymphocytes B et permet ainsi de stimuler

la synthese des anticorps [S8]

2.3.2.1.2 Le tumor necrosis factor

Sécrété par les macrophages, les monocytes, les polynucléaires neutrophiles et les
lymphocytes T, sa production est régulée par IL-6 et TGF-f. TNFa stimule les fibroblastes,

augmente la phagocytose et la cytotoxicité des neutrophiles. [S8]

2.3.2.2 Cytokines de cicatrisation

2.3.2.2.1 Interleukine 4 (IL-4)

Sa source principale provient des LT. Cette interleukine stimule la prolifération et
la différenciation des lymphocytes B mais intervient également en modérant I’effet in-

flammatoire.

2.3.2.2.2 VEGF, TGF, EGF

Ils sont également sécrétés par les leucocytes et notamment les macrophages. [58,

110, 141]
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2.3.3 ROLE DES LEUCOCYTES DANS LES CONCENTRES PLA-
QUETTAIRES

Le role des leucocytes dans les concentrés plaquettaires est la proie de contradic-
tions : tantot certains auteurs clament la nécessité¢ de les éliminer, tantot, les leucocytes

présents en quantité modérée sont essentiels dans le processus de cicatrisation. [61, 131]

Durant le processus de centrifugation du PRF, les leucocytes sécrétent des cyto-

kines inflammatoires qui semblent procurer a ce biomatériau des propriétés immunitaires.

En 2006, Dohan D. et coll. [58] ont dosé la présence des cytokines leucocytaires au sein du
PRF. Cinq cytokines sont recensées : IL-1pB, IL-6, TNFa, IL-4 et VEGF. Supposées étre
enchassées dans la matrice de fibrine au méme titre que les facteurs de croissance plaquet-
taires, la présence de ces ¢léments pourrait expliquer la réduction des infections post opéra-
toires lorsque le PRF est utilisé. Cette présence des leucocytes lui a revalu d’étre parfois

dénommé « L-PRF » pour « Leucocyte-Platelet rich fibrin ». [63]

Le PRP libere les facteurs de croissance et bien d’autres substances a travers
I’activation des plaquettes, induite par la thrombine. De maniére subséquente, la fibrine se
forme. De récentes études ont évalué la libération des leucocytes a travers les gels riches en
plaquettes. Elles ont révélé que leur présence était significativement plus élevée par rapport
a la composition sanguine. Ainsi, monocytes, neutrophiles et lymphocytes sont présents au

sein des gels de PRP. Or ces cellules jouent un role immunitaire. [73, 74, 192]

De surcroit, monocytes et neutrophiles contiennent des granules contribuant a un effet an-
tibactérien des concentrés plaquettaires, et donc a une protection immune des sites opérés

et sous entendu un certain potentiel en terme de cicatrisation.

En 2007, Dirk et al. [144] ont enquété sur cette activité anti-infectieuse des concen-
trés plaquettaires contre Staphylococcus aureus. Leur conclusion est sans équivoque : au
contact du gel obtenu (PRP polyméris¢), le nombre des bactéries a rapidement diminué. Le
résultat est moins rapide et moins prononcé avec le PRP « non activé », ce qui semble té-

moigner de I’importance de I’activation des plaquettes.
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Quoiqu’il en ressort, comme il ne s’agit pas d’une compléte destruction des bactéries,
aprés 4h le nombre de bactéries raugmente : la croissance bactérienne surpassant les dé-
fenses. Cependant, il semble que passées 24h, la croissance bactérienne atteigne une phase
stationnaire et ce de maniere moins €levée dans les groupes au contact du PRP, par rapport

au groupe controle.

Bacterial kill

\
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Concentration ( 10logCFU/ml)

6 — PLG-AT
e PLG-BT
5 | ~&— PRP
A PPP
4 : y v v .
0 4 8 12 16 20 24
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Figure 44 : montrant d’une part, la décroissance bactérienne qui atteint son maximum a
4h puis une croissance qui devient stationnaire a 24h. (Avec: PLG-AT, platelet-
leukocyte gel activated with autologous thrombin; PLG-BT, platelet-leukocyte gel acti-
vated with bovine thrombin; PRP, platelet-rich plasma; PPP, platelet poor plasma)[144]

Bien évidemment il ne s’agit pas d’un effet miracle mais d’un potentiel a exploiter notam-

ment dans la prévention des infections post opératoires.

En 2007, Bielecki et al. [24] ont analysé les effets potentiels du PRP, sur différentes

souches bactériennes dont:

Staphylococcus aureus résistant aux méthicillines
* Staphylococcus aureus sensible aux méthicillines
*  Escherichia coli productrice de beta lactamase a spectre étendue
*  Escherichia coli
* Klebsiella pneumoniae
*  Enterococcus faecalis
*  Pseudomonas aeruginosa
Ces bactéries ont été mises en culture sur boite de pétri, puis des disques de 6mm de PRP y

ont été déposés. La ou le PRP est actif, les germes ne se développent pas. (Voir figure 45)
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Figure 45 : inhibition de la croissance de staphylococcus aureus (a gauche) et
d’escherichia coli (a droite) tout autour du PRP [24]

Apres 16 a 18h d’incubation, les zones d’inhibition ont ét¢ mesurées. Le PRP a significati-

vement agit sur:

* Staphylococcus aureus sensible aux méthicillines avec des valeurs allant jusque
24mm (moyenne de 19,8mm)

*  Staphylococcus aureus résistant aux méthicillines (moyenne de 8,4mm)

» Escherichia coli productrice de beta lactamase a spectre étendue (moyenne de 11,8)

»  Escherichia coli (moyenne de 10,8)

Cependant aucun effet n’a pu étre constaté sur les autres souches. Voir méme, Pseudomo-
nas aeruginosa a pu se développer au sein du PRP. (Voir figure 46) Les auteurs suggerent
que les traitements avec du PRP lorsqu’il existe une infection a Ps. aeruginosa, relévent

d’une contre-indication, au vu de la susceptibilité a exacerber la réponse inflammatoire.

Les auteurs n’ont pas mis en évidence de corrélation entre la concentration des plaquettes,

celles des leucocytes et I’activité antimicrobienne. [24]

Figure 46 : montrant la croissance de Pseudomonas ae-
ruginosa au sein du PRP. [24]
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L’essentiel...

e Le PRP et le PRF sont a méme de libérer des facteurs de croissance, médiateurs

biologiques polypeptidiques qui régulent la prolifération, le chimiotactisme et la

différenciation cellulaire. [176]

* IIs sont en concentration plus ¢levée au sein du PRP.

Mais :
» Tandis que le PRP laisse échapper en masse les facteurs de croissance, le PRF

quant a lui, semble les maintenir dans le réseau de fibrine, permettant une libéra-

tion progressive, au cours du temps.

De maniére similaire :
» la présence des leucocytes offre aux concentrés plaquettaires, des propriétés anti-

infectieuses, par I’intermédiaire des médiateurs qu’ils sécrétent. Mais cet aspect

demeure a élucider.

3. COMPORTEMENT SUR LES LIGNEES CELLULAIRES

La faculté des cellules a pouvoir migrer, proliférer et se différencier, est une condi-
tion sine qua none pour promouvoir la cicatrisation. Les différents éléments qui composent
les concentrés plaquettaires ont été abordés. A présent, il s’agit de savoir comment les cel-

lules réagissent en leur présence.
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3.1 COMPORTEMENT DES LIGNEES CELLULAIRES ET PRF

Dohan et coll. (2009) [61] se sont intéressés au comportement de quatre lignées cel-
lulaires (prékératinocytes, fibroblastes, préadipocytes et ostéoblastes) en présence de PRF.
Comparés aux résultats obtenus avec le groupe contrdle (sans PRF), la prolifération cellu-
laire est significativement augmentée et dose dépendante pour les fibroblastes et les ostéo-

blastes (Voir figure 47).
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Figure 47 : prolifération et la survie des différentes cellules jusque 28j pour les ostéo-
blastes (A), et jusque 21j pour les fibroblastes (B), les prékératinocytes (C), les préadipo-
cytes (D). (A) et (B) permettent de constater I’effet dose dépendant relatif a ’ajout d’une
seule ou de deux membranes de PRF. (C) et (D) n’évaluent que la différence groupe
contréle et PRF, d’apreés [61]

Par ailleurs, ils se sont intéressés de plus prés a la différenciation des ostéoblastes. Ils ont
pu : constater une nette augmentation de la phosphatase alcaline (t¢émoin de 1’activité os-

téoblastique) et observer la présence de nodules de minéralisation.
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Alkaline phosphatase activity of human osteoblasts in different culture conditions
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Figure 48 : évolution de la phosphatase alcaline dans 5 milieux de culture différents :
conditions de prolifération (groupe contréle), conditions de prolifération et une mem-
brane de PRF (groupe test), conditions de différenciation (groupe controle D), condi-
tions de différenciation et PRF, depuis le début de I’expérimentation (groupe D0) et PRF
puis conditions de différenciation qu’a partir du 7éme jour (groupe D8), d’apres [61]

R

Figure 49 : coupe au microscope électronique d’une culture d’ostéoblastes mis en con-
tact avec du PRF dans des conditions de différenciation. Noter le processus de minérali-
sation au contact de la membrane de PRF (A) voir méme sur toute la membrane (B, C,
D), d’apres [61]

Le PRF semble donc favoriser la prolifération de différents types cellulaires, avec
un effet dose dépendant. Mais il induit également la différenciation des ostéoblastes en
plus de leur prolifération, ce qui pourrait s’expliquer par la non homogénéité de ce bioma-
tériau.
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En 2010, la méme équipe s’est penchée sur les effets du PRF sur des cellules
souches mésenchymateuses osseuses, humaines, récoltées sur un site stimulé avant la pose

d’un implant, sur le méme donneur.
plant,

Les cellules souches ont été cultivées avec ou sans PRF, dans des conditions propices pour
la prolifération ou la différenciation ostéblastique. Par ailleurs, une série de cultures ont été
préparées avec deux membranes de PRF, dans le but de d’évaluer un effet dose-dépendant.

[62]
Pour cette étude, 30 cultures ont été préparées :

* 15 cultures réalisées selon des conditions standards :
v’ 5 cultures seules (groupe controle)
v’ 5 avec une membrane de PRF
v’ 5 avec deux membranes de PRF

* 15 dans des conditions de différenciation :
v' 5 dans les conditions de différentiation
v 5 avec une membrane
v 5 avec deux membranes

Une culture de chaque groupe a été utilisée pour évaluer le nombre de cellules a 3 jours, 7

jours, 14 jours, 21 jours et 28 jours.
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Figure 50 [62] : histogramme représentant le nombre de cellules pour chaque type de
culture, évalué a chaque période expérimentale. Noter a 28 jours une augmentation si-
gnificative du nombre de cellules pour le groupe avec 2 membranes.
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L’activité¢ de différenciation ostéoblastique est évaluée a ces mémes temps, a travers la

quantification de nodules de minéralisation et mesure de 1’activité de la phosphatase alca-

line (ALP).
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Figure 51 [62] : quantification de I’activité de la phosphatase alcaline
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Figure 52 [62] : quantification des nodules de minéralisation
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En plus des effets déja constatés sur les fibroblastes, les prékératinocytes, les préadipocytes
et les ostéoblates, cette étude met en évidence la portée significative du PRF sur la prolifé-

ration et la différenciation des cellules souches, ainsi que 1’effet dose-dépendant.

Bensaid et al. (2003) ont produit une matrice de fibrine a partir de Tissucol®. Ils
ont montré la capacité des cellules souches mésenchymateuses a proliférer, a migrer et a
adhérer, de manicre fibrinogéne dépendante. Toutefois, a haute concentration en fibrino-
géne (> 18mg/ml), les cellules échouent a se développer, di a la densité du réseau de

fibrine élaboré a partir de colle. [19]

La encore, on peut présager que la structure intrinséque du PRF est propice a ’activité cel-
lulaire : il s’agit du treillis formé par la fibrine, plus souple et moins dense. Certaines
études ont d’ailleurs montré 1’effet ostéoinducteur d’un réseau de fibrine en culture avec

les cellules souches. [88]

Kawamura et Urist ont montré que la fibrine était également une matrice propice au remo-

delage osseux, par la capacité a retenir les protéines morphogenes osseuses. [103]

3.2 COMPORTEMENT DES LIGNEES CELLULAIRES ET PRP

Concernant le PRP, les différentes études sur la propension a induire migration,

prolifération, différenciation sont parfois contradictoires.

Le potentiel prolifératif est souvent constaté sur les cellules endothéliales [22, 145],
sur les ostéoblastes [130, 145], sur les cellules souches mésenchymateuses [11, 151], sur

les fibroblastes [155].
Le potentiel inducteur lui est plus contrasté.

Certaines ¢études sur les cultures de cellules souches mésenchymateuses osseuses,
ont montré qu’en présence de PRP, on obtenait une prolifération et une capacité de diffeé-
renciation vers différentes lignées (chondrocytaire, ostéogene et adipocytaire) [195] et de

manieére dose dépendante. [119]

S’intéressant a différentes concentrations de PRP, Creeper et al. [45] observent une stimu-

lation de la migration, de la prolifération et de la différenciation des cellules ostéoblas-
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tiques et desmodontales. Toutefois, une trop forte concentration de PRP altére la morpho-

logie cellulaire et en affecte la survie.

Pourtant, d’autres études constatent 1’absence de ce potentiel inducteur du PRP [145], voire
méme que ’usage du PRP ne peut se substituer a la BMP2 recombinante, plus apte a me-

ner vers une différenciation des cellules souches mésenchymateuses. [11]

Dé¢ja soulignés auparavant, 1’absence de protocole unique et leur manque de stan-
dardisation, influencent directement les résultats. Par ailleurs les études ne s’appuient pas
forcément sur des techniques commercialisées, ce qui complique quelque peu leur évalua-

tion.

L’essentiel...

» Le PRF semble promouvoir la migration, la prolifération et la différenciation de
plusieurs types cellulaires ;

» Le PRP quant a lui est la proie a de plus grandes contradictions. Globalement, il
induit une bonne prolifération mais il ne semble pas agir sur la différenciation des
ostéoblastes.

Mais :
» Le grand nombre de publications au sujet du PRP ne peut étre confronté a la pau-

vreté des publications sur le PRF.
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4. CONTRIBUTIONS DES CONCENTRES PLAQUETTAIRES A
LA CICATRISATION

Compte tenu de leur composition, de leur structure et de leur capacité a interagir
avec leur environnement cellulaire, les concentrés plaquettaires permettent de contribuer

favorablement a la cicatrisation.

4.1 INFLUENCE DES CONCENTRES PLAQUETTAIRES

La réponse de I’organisme face a un traumatisme est proportionnelle au degré des
Iésions tissulaires. Mais on peut considérer que I’apport d’un concentré plaquettaire sur-
passe la réponse physiologique. Ainsi, le fait d’amener directement les plaquettes sur le
site en question, permet de créer un environnement local propice a la régénération tissu-

laire. [71]

Toutefois, on peut se demander si le caillot naturel ne se suffit pas a lui-méme. Vis-
ser et coll. (2010) [194] ont répondu a cette question a travers le PRFM. L’ensemble des
¢léments profitant a la cicatrisation est concentré dans le caillot crée ex-vivo et en quantité
plus importante, permettant une accélération de la prolifération cellulaire et ce, des les

premiers temps de la cicatrisation.

La capacité des cellules a proliférer est indéniablement liée a la matrice de fibrine,
facilement colonisable. Ainsi, les fibroblastes migrant au sein de cette matrice permettent
un remodelage accéléré, une réduction des temps de cicatrisation muco-gingivale,
d’accroitre le rendu esthétique et le confort du patient. [81] Ceci est d’autant vrai que la
matrice issue de la technologie PRF est homogene et élastique, propice a la prolifération

cellulaire. [57]

Or si le site traité connait une accélération de la cicatrisation muco-gingivale, il est donc

moins fragile face aux agressions extérieures et le tissu osseux mieux protégé. [81]
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De nombreuses ¢tudes ont montré I’influence directe des facteurs de croissance sur
la migration cellulaire, la prolifération et la syntheése de matrice. C’est pourquoi il est fina-
lement légitime de penser que I’apport d’un concentré plaquettaire autologue optimise
I’environnement local et favorise la réponse cicatricielle, d’autant lorsque le tissu est déja
fragilisé. [133] Car, méme si la cicatrisation se fait généralement sans encombre dans les
tissus sains, ce n’est pas forcément le cas des tissus ou la vascularisation est perturbée
(diabéte) ou encore lorsque I’activité cellulaire est limitée (sénescence).

Ainsi, I’apport d’un concentré riche en éléments bioactifs, a la libération prolongée peut
aider a la réparation des plaies : I’ensemble des facteurs pris ensemble jouant un role initia-
teur et de soutien a la cicatrisation. [67]

Cependant face a la relative rapidit¢ de dégradation des facteurs de croissance, [36]
I’emploi seul de PRP ne demeure pas suffisant en termes de libération prolongée en fac-

teurs de croissance, ce qui est palli¢ avec le PRF.

La cicatrisation étant fondée sur une colonisation et un remodelage rapide, elle se
voit stimulée par la synergie des signaux issus des concentrés plaquettaires et du site en

cours de réparation. [81]

La littérature n’évoque pas de contre-indications particulieres a I’emploi des con-
centrés plaquettaires autologues. Néanmoins, certaines précautions sont toutefois a prendre

en compte, notamment sur la question des processus tumoraux. [65]

En effet si les facteurs de croissance sont réputés stimuler I’activité cellulaire, une applica-
tion de concentrés plaquettaires sur des sites d’exérése tumoraux, dans le cadre de
I’existence de lésions précancéreuses ou bien chez des terrains sujets a transformation

(chez les fumeurs notamment) doit étre évitée. [132]

Il ne s’agit pour I’heure que d’hypotheses, qui doivent étre prises en considérations et qui
nécessitent davantage d’études. Pour I’heure, il n’existe pas de faits relatant des cas de

transformations malignes, pour des technologies évoluant depuis plus de 10ans.

Malgré tout, des applications de PRP, issues de la technique Regen®, ont été faites chez
des patients souffrant de radio-épidermiques, menant a une guérison compléte de ces

troubles post-radiques. [15]
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Figure 53 : cas d’une cicatrisation d’une radio nécrose, d’apreés [15]

(A) Radio nécrose profonde et surinfectée au moment de la prise en charge. (B) Réduc-
tion de l’extension de l’ulcére aprés 3 mois d’application de concentré. (C) Disparition
de la radio nécrose aprés 6 mois d’application de concentré plaquettaire.

4.2 CONCERNANT LA CICATRISATION DU TISSU OSSEUX

Sous I’influence de facteurs de croissance et d’une trame de migration fibrinaire (en
particulier avec le PRF), les cellules sont stimulées en termes de migration, prolifération,

différenciation et d’activité, notamment les ostéoblastes.

Le probleme des défauts osseux et la recherche de techniques de régénération sont
des problémes récurrents. C’est pourquoi, de nombreuses études se sont intéressées a la
combinaison des CP aux matériaux de substitution osseux : avec du DFBA [40], du cal-

cium triphosphate [117, 142].

L’intérét des méthodes combinées pour la cicatrisation du tissu osseux et notamment des
tissus parodontaux, est de pouvoir répondre a toute sorte de défauts, indépendamment de

I’étendue et de la morphologie des 1ésions osseuses.

Dori et coll. (2008) [66] se sont intéressés a différentes techniques de régénération. 11 res-
sort que le plasma riche en plaquettes n’améliorait pas la minéralisation osseuse, ne sem-
blait pas posséder de pouvoir régénérateur particulier et malgré la présence en grand

nombre des facteurs de croissance, la régénération ne semblait pas augmentée.
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Weibrich et coll. (2004) [199] sont enclins au méme genre de conclusion : I’emploi du PRP
n’offre pas de bénéfices majeurs sur 1’accélération de 1’ostéointégration implantaire et une

trop forte concentration en plaquettes semble avoir des effets inhibiteurs.

La combinaison de PRF associ¢ a DFBA semble permettre une réduction du temps
de cicatrisation a 4 mois, d’un point de vue histologique, contre 8 mois en temps normal.
Toutefois, la formation du tissu ostéoide semble ne pas montrer de différence significative

entre le groupe DFBA seul et PRF/DFBA. [40]

Une publication de 2009 [142], relate le suivi de 20 patients entre 2002 et 2008, ayant bé-
néficié de greffes sinusiennes employant I’association de phosphate tricalcique, de PRP et
de membranes de PRF. Les résultats sont plutdt encourageants avec un taux de succes
implantaire de 97,6%. Cependant, ’emploi simultané de différents biomatériaux noie la
véritable identit¢ du principe actif. Lequel entre le PRP, le PRF, ou le matériau de substitu-

tion possede les propriétés les plus intéressantes ?

Mazor et coll. (2009) [139] se sont intéressés a I’emploi seul de PRF. Ils reportent une sé-
rie de cas d’augmentation sinusienne et d’implantation immédiate. Les analyses radiolo-
giques et histologiques, ainsi que 1’évaluation a 6mois des 20 patients, témoignent du suc-

ces de la méthode :

* Les biopsies indiquent une bonne organisation de I’os néoformé, avec une architec-
ture semblable a 1’os naturel,
* Apres 6 mois, ’ensemble des 37 implants posés sont stables,

* Les controles radiographiques ont montré un gain osseux.

Evaluer le réel impact des concentrés plaquettaires autologues sur la cicatrisation
du tissu osseux demeure difficile. Néanmoins partant du principe que la cicatrisation du
tissu osseux et I’intégration des matériaux de substitution ou des greffes font appel a un
processus d’invasion vasculaire et cellulaire [42], ’emploi des concentrés plaquettaires
autologues qui favorise ce processus, peut se justifier. Par ailleurs, si I’herméticité du site
opératoire et la cicatrisation des tissus mous semblent accélérées [135], I’environnement

osseux lui, est mieux protégé [81].
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Mais les conclusions tirées restent souvent subjectives et le manque d’études fiables

ne permettent pas a elles seules d’apporter de conclusions signifiantes.

4.3 DISCUSSION

Que ce soit le PRF ou le PRP, ces deux biomatériaux semblent regrouper
I’ensemble des ¢léments nécessaires a une cicatrisation optimale : plaquettes, cytokines

plaquettaires et leucocytaires, leucocytes et quelques cellules souches circulantes.

Toutefois, le mode d’incorporation de ces structures, difféere : le PRF permet un relargage
progressif, agissant directement sur les phénomenes cellulaires incriminés dans les méca-
nismes de la cicatrisation, tandis qu’avec le PRP, le relargage est plus massif mais moins

prolongé dans le temps.

Entre PRP et PRF, la comparaison est difficile voire illusoire en terme de potentiel a stimu-
ler la cicatrisation. Car méme si leur composition recéle quelques similitudes, 1’un s’ appuie
sur une matrice de fibrine organisée et structurée, I’autre sur sa concentration en facteurs

de croissance.

L’¢lément clé du PRF réside dans la matrice de fibrine polymérisée. Cependant les

¢tudes menées souffrent de quelques biais :

* Elles sont généralement faites par les mémes auteurs

* Les quantifications en facteurs de croissance sont tantdt évaluées a partir de
I’exsudat du PRF, tantot a partir de la membrane elle-méme

* Les conclusions relevent plus de I’extrapolation théorique que de preuves scienti-
fiques

* La cicatrisation osseuse est appréciée de fagon subjective

Des ¢études fiables et reproductibles manquent pour supporter la réelle efficacité¢ du bioma-
tériau. Mais cette lacune concerne également la technologie PRP. Elle souffre également
du manque d’études cliniques, d’un grand nombre de protocoles, d’un défaut de standardi-

sation, et de techniques souvent opérateurs-dépendants.
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Et pourtant, malgré 1’absence de justifications scientifiques, ces techniques subsistent. Car

méme si le potentiel cicatriciel n’est pas clairement expliqué en théorie, 1’efficacité cli-

nique elle, est bien constatée, ce qui pousse les recherches a persévérer.

Par ailleurs, ce qui peut favoriser 1'usage du « platelet rich fibrin » est sa simplicité

d’¢laboration, permettant son utilisation en pratique courante. (Voir tableau récapitulatif).

De surcroit, 1’utilisation du propre sang du patient, sans aucune adjonction, peut étre plus

emballante.

Nature du sang

Présence d’anticoagulant

centrifugation

Mode d’application
Produit final

Mode de polymérisation

Manipulation du sang

Platelet rich plasma, PRP

Sang autologue

« CPDA

« CDA

* Citrate de sodium
En deux temps : le plus sou-
vent
Seringue d’auto-mélange
Formation d’un gel sous ac-
tion de thrombine et de cal-

cium

Brutal : constitution d’un ré-
seau de fibrine rigide
Oui, non autorisé en France

Tableau 5 : récapitulatif

Platelet rich fibrin, PRF

Sang autologue

non

unique

Préléevement direct dans les tubes

Caillot ou membrane

Lente, réseau de fibrine plus
lache

non
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Partie IV
IMPLICATIONS CLINIQUES DU PRF
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1. PRF ET PRESERVATION DU CAPITAL OSSEUX

1.1. COMBLEMENT D’ALVEOLE POST-EXTRACTIONNEL

A la suite d’une extraction dentaire, le PRF peut étre utilisé pour combler les al-
véoles et ainsi favoriser la cicatrisation du site. Seul ou en association avec de I’os, le PRF
favorise 1’épithélialisation, la néoangiogenese, la restructuration de I’alvéole et permet

d’éviter la résorption des parois alvéolaires. [35, 48, 54]

Figure 54 : comblement d’alvéole post extractionnel, d’aprés Del Corso et coll. [48]

(A) site d’extraction de 27. (B) comblement avec une allogreffe. (C) placement de la
membrane de PRF et suture. (D) cicatrisation a 24h : la membrane protége le site
d’extraction et stimule la cicatrisation. (E) cicatrisation a 15j.

La gestion des sites d’avulsion doit tre réalisée avec soin de manic¢re a ne pas compro-
mettre le volume osseux et les aspects esthétiques. C’est pourquoi il peut étre recommandé

de combler I’alvéole au vu d’une future pose d’implant.
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Agissant comme caillot naturel, le PRF permet d’augmenter le processus naturel de la cica-
trisation, de faciliter la fermeture des tissus mous et d’obtenir un site implantable de grande

qualité. [48, 54]

Utilis¢ comme membrane pour une régénération osseuse guidée, le PRF permet de proté-
ger et de stabiliser les matériaux de substitution osseux et le site opératoire de manicre plus
générale. D’ailleurs, lorsque les berges de la plaie ne se rapprochent pas facilement, ce

biomatériau autologue peut étre utilisé en tant que membrane protectrice.

Par ailleurs, la texture méme du PRF permet de suturer avec facilité. [48]

1.2 PRF ET MATERIAUX DE SUBSTITUTION OSSEUX

Adjoint a de I’os autogéne ou allogéne, le PRF améliore la cohésion et agit comme une

colle biologique.

Figure 55 : (A) Vue pré-opératoire. (B) Vue prés extraction, noter le défaut osseux. (C)
Adjonction de biomatériaux osseux mélangés avec le PRF découpés en morceaux. (D)
Les membranes de PRF viennent protéger le site et sont suturées. (E) Fermeture du
lambeau. (F) Cicatrisation osseuse a 3 mois, d’aprés Del Corso et coll. [48]
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1.3 PRF ET APPOSITION OSSEUSE

En 2009, Simonpieri et al. [174] reporte le cas d’une reconstruction maxillaire

complexe associant allogreffe osseuse et membranes de PRF. (Voir figures 56 et 57)

Figure 56 : reconstruction maxillaire complexe associant allogreffe osseuse et mem-
branes de PRF, d’aprés Simonpieri et coll. [174]

Le protocole consiste en la combinaison de FDBA, membranes de PRF et d’une solution
de métronidazole. Le mélange est utilisé pour combler le vestibule et pour augmenter la
hauteur sous sinusienne. (A) De maniére a protéger la greffe et optimiser la cicatrisation,
des membranes de PRF ont été utilisées pour recouvrir entierement le site. (B) Enfin, le

lambeau a été replacé par-dessus I’apposition et suturé. (C)

Figure 57 : retrait des sutures a 3 jours post opératoire, les membranes de fibrine per-
mettent une fermeture rapide du site, d’apreés Simonpieri et coll. [174]
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Figure 58 : images obtenues au scanner a 75 jours, montrant l’intégration de la greffe,
en termes d’homogénéité et de volume, d’aprés Simonpieri et coll. [174]

Concernant les greffes osseuses endobuccales, le PRF agit comme liant, et aug-
mente les chances de survie du greffon. A plus long terme, il est constaté¢ des greffons

mieux intégrés et mieux remodelés. [54]

Un article parut en 2009 [125] rapporte le cas d’un kyste osseux solitaire a la man-
dibule. Une année aprés un premier curetage seul, la réossification n’a pas été¢ observée.
Une réintervention a eu lieu. Aprés curetage, la cavité kystique a été comblée avec des
membranes de PRF. Un examen de controle a 6 mois montrait un comblement total de la

cavité.

2. PRF ET CHIRURGIE IMPILANTAIRE

L’implantation immédiate post-extractionnelle est une approche qui doit tenir
compte a la fois de la cicatrisation post-extractionnelle, mais aussi de la phase d’ostéo-
intégration des implants. [174] Ainsi, I’intérét du PRF peut se manifester a différents ni-

veaux :

* Me¢élangé avec de I’os autogéne ou allogene, le PRF sert de liant aux particules os-
seuses permettant ainsi une accélération de la cicatrisation osseuse et donc celui du
processus de 1’ostéointégration. (voir figure 59)

* L’emploi des membranes de PRF permet de protéger, de stabiliser le greffon et
d’accélérer la cicatrisation gingivale. (voir figure 60)
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Figure 59 : mélange de BioOss et de PRF, placé autour des implants (cas du Dr Goch-
tovtt)

Figure 60 : mise en place de membranes perforées autour des implants (cas du Dr Goch-
tovit F.)

3. PRF ET CHIRURGIE DES SINUS MAXILLAIRES

3.1 PRF ET SOULEVE DU PLANCHER SINUSIEN

Fréquemment, I’indication de pose d’implant au maxillaire est limitée en raison
d’une hauteur d’os insuffisante. C’est la raison pour laquelle, pour répondre a cette con-

trainte, des techniques de surélévation du plancher sinusien ont été¢ développées.
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Globalement 1I’idée est d’interposer un matériau de comblement sous la membrane de

Schneider, ayant des propriétés ostéogéniques naturelles.
En fonction de la quantité d’os résiduel, diverses approches sont possibles :

* acces peut étre latéral (protocole dérivé de la méthode de Caldwell-Luc) lorsque
la résorption est importante
* ou crestal (ostéotomie de Summers) lorsque la hauteur d’os est peu résorbée.
La mise en place des implants peut se faire dans le méme temps opératoire ou aprés un

délai de 6 a 9 mois. [111, 139]

Mazor et al. [139] ont suivis, entre 2007 et 2008, 25 élévations de sinus avec pour seul

matériau de comblement, le PRF, dont voici quelques illustrations.

Figure 61 : (A) examen radiographique avant chirurgie, montrant une hauteur rési-
duelle de 6 mm, secteur de la premiére molaire. (B) seuls des caillots de PRF ont été uti-
lisés pour combler le sinus et un implant de 15 mm été mis en place. (C) mise en place
de membranes de PRF pour recouvrir la fenétre latérale. (D) contréle radiographique a
6 mois, Mazor et coll. [139]
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Figure 62 : (A) examen pré opératoire montrant une faible hauteur d’os résiduel,
d’environ 2mm. (B) ostéotomie latérale (C) les implants sont placés dans la hauteur d’os
résiduel, et maintiennent la membrane sinusienne colmatée par des membranes de PRF.
(D) comblement par le PRF et (E) une derniére membrane vient fermer la fenétre. (F)
cliché radiographique a 6 mois montrant l’intégration osseuse des implants, Mazor et
coll. [139]

De la méme manicre, le PRF peut étre utilisé lors d’ostéotomie de Summers. [52]

3.2. PROTECTION DE LA MEMBRANE DE SCHNEIDER

Les membranes de PRF pourront aussi servir en cas de perforation de la membrane
sinusienne. Mise en tant que barriere mécanique, elle favorise la cicatrisation de la

membrane de Schneider en cas de déchirure de taille peu importante.
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4. PRF ET GESTION DES TISSUS MOUS

4.1 PRF ET TRAITEMENT DES RECESSIONS GINGIVALES

Du lambeau déplacé coronairement aux techniques de greffes, il existe toute une
variante de thérapeutiques a disposition pour le traitement des récessions gingivales et dé-

nudations radiculaires de classe I et II dont 1’'usage du PRF.

Méme si son apport, dans ce genre de traitement ne fait pas ’'unanimité, ce biomatériau

autologue constitue un outil supplémentaire a intégrer en fonction de la situation clinique.

Selon Aroca et al. [10] I’apport du PRF n’apporte pas de gain significatif en termes de re-
couvrement, compar¢ avec des techniques conventionnelles, mais améliore 1’épaisseur de

gencive attachée.

Jankovic et al. [100] ont confronté I'utilisation du PRF et celle des dérivés amélaires en
association avec un lambeau déplacé coronairement. Les conclusions sont proches de
celles d’Aroca et al. [10], cependant, ’intensité¢ de la douleur était nettement réduite, en

faveur du PRF. [100]

Enfin, Saadoun [160] reconnait un meilleur rendu esthétique grace au PRF.

Figure 63 : (A) image préopératoire d’une récession de classe I concernant 23 et 24. (B)
mise en place des membranes de PRF sur les récessions. (C) le lambeau recouvre les
membranes sans tension. (D) cicatrisation a 1 an, d’aprés Saadoun et coll. [160]
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Anilkumar et al. [6] reportent le cas d’un traitement d’une récession gingivale avec une

membrane de PRF.

Figure 64 : (A) ’examen clinique révéle une perte d’attachement de 7mm et une dis-
tance de 5 mm entre la jonction émail cément et la gencive marginale en regard de 32.
(B) tracé d’incision en biseau éliminant I’épithélium a la surface radiculaire. (C) levé du
lambeau et préparation du site receveur. (D) une membrane de PRF est placée par-
dessus la racine dénudée. (E) le lambeau est récliné de maniére a recouvrir compléte-
ment la membrane et suturé. (F) cicatrisation a 10 jours. (G) cicatrisation a 6 mois,
d’apres Anilkumar et al. [6]

4.2 PRF ET CHIRURGIE MUCO GINGIVALE

Les membranes de PRF peuvent trouver leur indication dans la protection des sites
de prélevements palatins lors de greffe épithélio-conjonctive ou de conjonctif enfoui. Par
protection mécanique du site, les membranes de PRF réduisent les sensibilités post opéra-

toires, réputées douloureuses apres ce genre de procédures. (voir figure 65)
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Figure 65 : Photos représentant le site de prélevement palatin protégé par les mem-
branes de PRF (cas du Dr Gochtovtt).

L’essentiel...

Utilisé dans divers domaine de la chirurgie orale, le PRF permet :

>

>
>
>

D’accélérer la fermeture du site

Un retrait plus rapide des sutures

De stabiliser et de lier les matériaux de substitution osseuse

De protéger le site des agressions extérieures grace a une herméticité du site plus
rapide

D’apporter de meilleures suites opératoires en termes de réduction des douleurs et

d’accélération de la cicatrisation

Outre ses propriétés cicatricielles, cette technique :

>
>

Est peu onéreuse
Permet d’obtenir une quantité suffisante de biomatériau autologue, provenant du

patient lui méme
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La découverte des colles de fibrine a permis une grande avancée dans le domaine
de la chirurgie. Leur potentiel a favoriser ’hémostase et la cicatrisation, leur ont valu

d’étre largement utilisées dans de nombreux domaines.

Cependant, I’évolution permanente des techniques, notamment en chirurgie orale,

implantaire et parodontale, demande davantage, en matiére de cahiers des charges :

* Diminuer les délais de cicatrisation tout en préservant le confort du patient
* Optimiser la cicatrisation osseuse
* Posséder un potentiel ostéoinducteur

* Accélérer la cicatrisation gingivale...

L’engouement qu’ont suscité les colles de fibrine, a permis d’évoluer vers de nou-
veaux biomatériaux : les concentrés plaquettaires autologues. D’une génération, celle des
PRP riche en facteurs de croissance, a une autre, celle du PRF, basée sur une matrice de
fibrine, ces matériaux bioactifs ont montré leurs atouts en termes de cicatrisation. Et pour
cause, ils possédent de nombreux éléments, interagissant directement sur le processus de la

cicatrisation.

Toutefois, les applications cliniques potentielles des concentrés plaquettaires sont
sujettes a polémique. En effet, il n’existe pour 1’heure, pas encore de réelles investigations
pouvant réellement prouver les résultats cliniques constatés. Il manque, malgré toutes les
constatations émises sur le sujet, notamment sur le potentiel a stimuler la cicatrisation, des

protocoles d’analyses fiables, prédictibles et reproductibles.

Les constatations cliniques sont en avance par rapport aux preuves scientifiques. Et
malgré des résultats encourageants, les recherches sont a approfondir pour apporter une

validité scientifique complete.

Pour I’heure les concentrés plaquettaires autologues méritent leur place dans notre
arsenal thérapeutique et méme s’ils ne sont pas des produits miracles, il n’en reste pas
moins qu’ils sont particulierement efficaces pour potentialiser la cicatrisation, dans la li-

mite du raisonnable.
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