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INTRODUCTION

Les plaquettes jouent un rdle crucial dans l'orchestration d’une série d’événements
physiologiques menant a la coagulation sanguine et participent méme a la cicatrisation
des tissus de I'organisme (1). Elles constituent une source naturellement riche en facteurs
de croissance qui, depuis une vingtaine d’années, a mené au développement grandissant

de dérivés plaquettaires en chirurgie orale et plus largement en médecine régénérative.

Actuellement, la recherche dans le domaine de I'odontologie s’oriente vers le
développement de biomatériaux bioactifs et biocompatibles permettant de potentialiser

la régénération tissulaire inhérente a I'acte chirurgical.

La mise au point de concentrés plaquettaires autologues riches en facteurs de croissance
comme le Plasma Riche en Plaquettes (PRP) dans les années 90 ou le Plasma Riche en
Fibrine (PRF) en 2000 tente de répondre a cette problématique du biomatériau idéal
capable de diminuer le processus inflammatoire et de potentialiser la cicatrisation des
tissus durs et mous (2). Le PRP et le PRF, obtenus par centrifugation de prélévements
sanguins, ne sont pas les seuls dérivés plaquettaires existants. D’autres sont apparus plus
récemment grace a des modifications dans les protocoles de préparation, permettant

selon leur(s) concepteur(s) d’améliorer leurs propriétés.

L'un d’entre eux, le lysat plaquettaire, actuellement retrouvé dans le domaine de la
recherche, est le sujet de cette these. Il est obtenu a partir d’'un concentré plaquettaire
apres destruction des membranes plasmiques des plaquettes sanguines (3). L'intégralité
du contenu cytoplasmique des plaquettes est alors disponible directement (facteurs de

croissance, cytokines, protéines, ions...) (3).

Dans un premier temps, nous allons décrire les mécanismes d’action des plaquettes et le
phénoméne de la coagulation sanguine. Puis nous présenterons le lysat plaquettaire et
son processus de préparation, avant de détailler son potentiel thérapeutique dans de

nombreux domaines de la médecine régénérative.

Et finalement, nous nous intéresserons plus précisément au potentiel d’utilisation du

lysat plaguettaire en odontologie.
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I. Présentation du lysat plaquettaire

1) Les thrombocytes

Les plaquettes, ou thrombocytes, sont de petites cellules anucléées du sang humain
décrites par Max Schultze en 1865 puis plus précisément par Bizzozero en 1892 (4). Elles
sont issues de la fragmentation des mégacaryocytes dans la moelle osseuse lors de la
thrombopoiése et ont une durée de vie de 7 a 10 jours dans le sang circulant (5). Leur
structure est composée de plusieurs organelles dont des granules, ou vésicules de

sécrétion nécessaires a leur fonction (figure 1) :

e Les granules denses (8) contiennent de I'adénosine biphosphate et triphosphate
(ADP, ATP), de la sérotonine, du calcium, cofacteurs de I'agrégation plaquettaire.

e Les lysosomes renferment essentiellement des enzymes.

e Les granules alpha sont majoritaires et contiennent de nombreuses protéines, des
facteurs de croissances parmi lesquels PDGF-AB, b-FGF, IGF1, TGF-$3 et VEGF, des

cytokines, des chimiokines et des facteurs de coagulation (6).

Figure 1. Contenu des granules plaquettaires (7)

12



Le premier role des plaquettes décrit dans la littérature est celui de I'hémostase, un
processus physiologique déclenché par 'apparition d’une bréche vasculaire ou la Iésion
d’un vaisseau sanguin. L'endothélium endommagé expose alors au flux sanguin les fibres
de collagéne du sous-endothélium. Les plaquettes, circulant contre la paroi vasculaire du
fait de leur petite taille, adherent au collagene du site I1ésé par le biais de leur récepteur
spécifigue GPIb-V-IX (GP pour glycoprotéine) (8). Cette adhésion, dépendante de
I'interaction du facteur de von Willebrand (VWF) avec GPIb-V-IX et le collagene, déclenche
I’activation plaquettaire (8). Les plaquettes activées vont prendre une forme étoilée en se
contractant et sécréter le contenu de leurs granules, relarguant ainsi de nombreux
agonistes pro-activateurs qui enclenchent une cascade de signalisation (1). Ces
phénomeénes d’amplification et de sécrétion entrainent le recrutement et I'activation des
plaquettes circulantes, et l'agrégation plaquettaire notamment par la liaison du
fibrinogéne plasmatique au complexe GPIIb/llla des plaquettes (9). Ce recrutement méne
a la formation d’un clou plaquettaire, ou thrombus, qui obstrue la bréche vasculaire et

permet I'arrét du saignement (9).

Secondairement, cet agrégat est stabilisé par la formation d’un réseau insoluble de
fibrine, résultant d’un ensemble de mécanismes aboutissant a la transformation du
fibrinogéne en fibrine par la thrombine (1). La thrombine circule dans le sang sous une
forme inactive, la prothrombine (facteur Il). Son activation résulte d’une série d’activation
d’autres molécules enzymatiques (facteurs de la coagulation) libérées par les plaquettes
et circulant dans le sang (10). Le déclenchement de la coagulation a lieu lorsque le sang
circulant rentre en contact avec le facteur tissulaire (FT) présent au niveau du sous
endothélium de la breche vasculaire. Le FT se fixe au facteur VII qui est activé (Vlla). Le
complexe FT/Vlla va, en présence de calcium (IV), activer le facteur X. A son tour, le
facteur X activé se lie avec le facteur V activé par ailleurs pour former le complexe
prothrombinase qui active la prothrombine en thrombine, toujours en présence de

calcium. La thrombine va alors transformer le fibrinogéne soluble en fibrine (9).

Le complexe FT/Vlla est également capable d’activer le facteur IX (facteur
anti-hémophilique B). Le Facteur IX activé se fixe a la surface des phospholipases
plaquettaires en présence de facteur VIl (facteur anti-hémophilique A) pour former le

complexe tenase. En présence de calcium, ce complexe enzymatique active également le
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facteur X, amplifiant considérablement la production de prothrombinase (9). La présence
de calcium est nécessaire car il intervient a plusieurs étapes de la cascade de coagulation

(1). Le facteur XIII, activé par la thrombine, stabilise la fibrine en la rendant insoluble (10).

Bien que I'hémostase soit reconnue comme le réle principal des plaquettes, elles agissent
aussi sur de nombreux processus physiologiques essentiels grace a leur protéome
complexe impliqué dans la défense immunitaire, la régulation de l'inflammation, la
réparation des tissus, et I'angiogenese (6,11,12). Les cytokines, les facteurs de croissance
et les chimiokines pro-inflammatoires contenus dans les granules plaquettaires
contribuent a la cicatrisation des plaies en attirant les macrophages et les granulocytes
qui éliminent les cellules et tissus endommagés mais aussi en aidant la défense contre la
contamination bactérienne (11). Les thrombocytes modulent la perméabilité vasculaire,
interagissent avec les leucocytes et recrutent des cellules de I'immunité. Les effets
stimulants et inhibiteurs de ces médiateurs provoquent la migration et la prolifération
des fibroblastes, des cellules musculaires lisses et des cellules endothéliales, entrainant

un remodelage des vaisseaux et une réparation tissulaire (Figure 2).

Figure 2. Réle des facteurs de croissance plaquettaires dans la cicatrisation (3)
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Parmi les facteurs de croissance libérés on retrouve le VEGF (Vascular Endothelium
Growth Factor), le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), 'EGF (Epidermal Growth

Factor) ou encore le TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) (1) :

e Le VEGF permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et la migration et
prolifération des cellules endothéliales. Il stimule aussi la perméabilité capillaire
(23).

e Le PDGF est impliqué dans la croissance et la migration cellulaire au cours de
I’'angiogenese, la formation des structures de la peau ou méme le développement
du systéme nerveux central (14,15). Il a un effet chimiotactique sur les cellules
souches mésenchymateuses, les ostéoblastes, les macrophages et les fibroblastes
et jouerait un role majeur dans la régénération parodontale (16).

e L'EGF favorise la prolifération, la migration et la différenciation cellulaire durant la
formation du systeme nerveux, du systéme cardiovasculaire ou encore des
épithéliums (17). Cette cytokine stimule la cicatrisation épidermique.

e lLe TGF-B est une cytokine qui joue un rdle anti-inflammatoire et
immunosuppresseur (18).

e L'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) est une hormone de croissance produite par
le foie. elle est impliquée principalement dans le développement des cartilages de
conjugaison au niveau des os longs en stimulant la prolifération des chondrocytes
mais aussi dans le développement cognitif ainsi que dans la croissance de

davantage de tissus (19).

La quantité de facteurs de croissance, de nutriments et autres molécules trophiques
contenu dans les plaquettes explique lintérét porté aux concentrés et dérivés
plaquettaires comme les colles de fibrine qui ont vu le jour dans les années 1970, dans le
but de permettre une adhésion des tissus et une hémostase lors d’opérations
chirurgicales, notamment chez des patients atteints de thrombopénie (20). Puis le Plasma
Riche en Plaquettes (PRP) et d’autres concentrés plaquettaires comme le Plasma Riche en
Fibrine (PRF) ont été développés dans les domaines de chirurgie orale et maxillo-faciale
pour faciliter la cicatrisation lors de greffes osseuses (3,21,22). Récemment, de
nombreuses études ont été menées sur le lysat plaquettaire, un dérivé plaquettaire aux

nombreuses perspectives thérapeutiques (3,18).
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2) Les principaux concentrés plaquettaires

a) Le Plasma Riche en Plaquettes (PRP)

Le PRP est un plasma liquide contenant les plaquettes et des leucocytes obtenu a partir
de I’échantillon de sang prélevé. Une centrifugation a basse vitesse avec anticoagulant
divise I’échantillon de sang total en 3 couches : une couche supérieure de plasma pauvre
en cellules, une intermédiaire riche en éléments cellulaires et un fond de globules rouges.
Les phases supérieure et intermédiaire sont extraites et centrifugées a haute vitesse afin
d’obtenir un surnageant de Plasma Pauvre en Plaquettes (PPP), un culot résiduel de

globules rouges (GR) et une phase intermédiaire de PRP (23).

Figure 3. Technique de préparation du PRP (3)

Les concentrations en plaquettes et facteurs de croissance du PRP, 3 a 5 fois supérieure a
celle du sang circulant, lui offrent des propriétés bioactives favorables a son utilisation en
chirurgie (24). Selon que le PRP soit débarrassé de ses leucocytes ou non, on obtient du P-
PRP (Pure-PRP) ou du L-PRP (Leucocytes-PRP) (2). Il est possible d’ajouter du chlorure de
calcium ou de la thrombine au PRP pour déclencher le phénoméne de coagulation et la
formation d’un réseau de fibrine (3). Le PRP, ainsi gélifié, libére rapidement ses facteurs

de croissance et jusqu’a 24 heures aprés son implantation (3).
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b) Le Plasma Riche en Fibrine (PRF)

Le PRF, développé par Choukroun, représente la forme de concentré plaquettaire la plus
avantageuse cliniquement avec un procédé de fabrication simplifié et rapide. Un seul
cycle de centrifugation de sang autologue a vitesse rapide sans anticoagulant aboutit a la
formation d’un caillot fibreux facilement manipulable et capable de relarguer des

plaguettes pendant plus de 10 jours (25).

Figure 4. Technique de préparation du PRF (3)

La période de relargage nettement supérieure a celle du PRP est due la formation
tridimensionnelle naturelle du réseau de fibrine obtenue lors de la centrifugation sans

ajout d’anticoagulant (25).

En odontologie, le PRF est bénéfique dans le traitement des défauts parodontaux
infraosseux, qu’il soit utilisé seul ou en combinaison avec un matériau de greffe osseuse.
Il procure un gain d’attache supérieur et une diminution de la profondeur de sondage. Au
niveau des sites d’extraction, le PRF améliore les résultats cliniques et radiologiques
comme la densité osseuse et la guérison des tissus mous. Il a aussi des effets bénéfiques
sur les symptomes rapportés par le patient, comme la douleur et les cedemes, et il
accélere le processus de cicatrisation (26). En revanche, il doit étre utilisé rapidement

apres sa préparation car sa conservation est limitée dans le temps.
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3) Processus de préparation du lysat plaquettaire

Le lysat plaquettaire est un mélange protéique liquide complexe et acellulaire, riche en
molécules bioactives et facteurs trophiques, obtenu a partir de concentrés plaquettaires
auxquels un processus de lyse cellulaire a été appliqué (7). Les membranes
cytoplasmiques des plaquettes sont donc détruites et leur contenu disponible

directement.

Les procédés de préparation décrits par la suite sont ceux appliqués dans le but d’une
fabrication de lysat plaquettaire a I’échelle industrielle. Les établissements du sang agréés
respectent des régles strictes de bonne pratique de fabrication des concentrés
plaquettaires : sélection de donneurs sains, test de pathogénicité, inactivation virale,

tragabilité et suivi de production (27,28).

a) Préparation du concentré plaquettaire

Les concentrés plaquettaires sont collectés dans les établissements du sang soit a partir
de dons de sang total en utilisant la technique du Buffy Coat ou du PRP, soit par don
d’aphérese, dans le but d’étre utilisés chez des patients atteints de troubles ou de
dysfonction de la coagulation dus a une maladie ou un traitement médicamenteux (29).

Les 3 techniques sont illustrées dans la figure 5 (7).

e La technique d’aphérése nécessite un automate de haute technologie permettant
a partir d’'un unique donneur de prélever les plaquettes en grande quantité et de
lui restituer les autres éléments du sang comme les érythrocytes ou les leucocytes
(30). Grace a cette méthode, Il n’est donc pas nécessaire d’ajouter une étape de
réduction leucocytaire. La poche de concentré plaquettaire obtenue (150-300mL)
contient une concentration en plaquettes 4 a 5 fois supérieure a celle du sang
circulant (30).

e La technique du Buffy Coat est la plus utilisée en Europe. L'échantillon de sang
total (200-500mL) est centrifugé a haute vitesse en présence d’anticoagulant pour
obtenir trois phases : un culot de globules rouges, une phase intermédiaire riche

en plaquettes et globules blancs (phase appelée Buffy Coat) et une phase de
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plasma pauvre en plaquettes en haut. Les fractions leuco-plaguettaires (Buffy
Coat) de 4 a 6 donneurs et une fraction de plasma sont alors regroupées dans une
poche, puis une deuxieme centrifugation et une filtration leucocytaire sont
réalisées. On obtient une poche de concentré plaquettaire de 300 mL (7,31).

e La technique du PRP est plus largement utilisée aux Etats-Unis ou en Asie. Une
double centrifugation en présence d’anticoagulant comme décrite précédemment
est réalisée a partir de sang total (23).

Les PRP de 4 a 5 dons de sang total sont ensuite regroupés dans une poche de

concentré plaquettaire de 200 mL qui est déleucocytée par filtration.

La réduction leucocytaire est toujours souhaitée pour éviter les effets indésirables
comme le risque d’allo-immunisation HLA, les risques bactériens et de transmissions de
virus intra-leucocytaires comme le cytomégalovirus (CMV), I’Epstein-Barr Virus (EBV) ou le

Virus T-Lymphotrope Humain (HTLV) chez le patient receveur (32).

Figure 5. Différentes méthodes de préparation du concentré plaquettaire (7)
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Les concentrés plaquettaires collectés sont maintenus sous agitation douce et continue
dans une solution soit de plasma, soit de plasma mélangé avec une solution additive de
conservation des plaquettes (PAS pour Platelet Additive Solution) a une température de
22 + 2°C pour une durée de conservation de 5 a 7 jours (29). Selon le « guide pour la
préparation, I'utilisation et I'assurance de qualité des composants sanguins » du Conseil
de I'Europe, le nombre de plaquettes minimum par unité doit étre de 2 x 10*! tandis que
le nombre de leucocytes doit étre inférieur a 1 x 10° (30). Une irradiation gamma de 25
Gray, sans effet significatif sur le contenu plaquettaire, est réalisée pour éliminer les

éventuels pathogenes (33).

Aprées expiration de leur durée de conservation, les concentrés plaquettaires n’ayant pas
été utilisés sont candidats a la fabrication du lysat plaquettaire s’ils répondent a plusieurs
criteres de qualité et de sécurité : ils doivent étre négatifs aux test de pathogénicité et
avoir un pH supérieur a 6.4 (27). Les concentrés plaquettaires frais peuvent aussi étre
utilisés mais la transfusion reste leur usage principal (34) et il a été démontré que
I"utilisation de concentrés plaquettaires expirés de 5 a 7 jours n’avait pas n’impact sur les

propriété du lysat plaquettaire résultant (35).

b) Préparation du lysat plaquettaire

Plusieurs méthodes simples et peu coliteuses ont été développées et décrites dans la
littérature pour obtenir le lysat plaquettaire a partir des concentrés plaquettaires et

peuvent étre classées en 4 catégories (36) :

e Cycles de congélation/décongélation : C'est la méthode la plus utilisée (74%). 2 a
3 cycles de congélation (-30°C a -80°C) et de décongélation (+37°C) permettent de
fragmenter les plaquettes et libérer leur contenu. Plus le nombre de cycles est
élevé, plus grande est la quantité de facteurs plaquettaires libérés, mais un trop
grand nombre de cycle les dégrade.

e Ultrasons : un traitement par ultrasons a 20kHz pendant 30 minutes libere le
contenu des plaquettes. Il est parfois utilisé en complément de la méthode

précédente.
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e Traitement solvant/ détergent : Cette méthode a une double action de lyse des
plaquettes et d’inactivation virale pour les virus a enveloppe lipidique (VIH, VHB,
VHC) (37). Le concentré plaquettaire est incubé avec 1% de tri-n-butyl phosphate
(solvant) et 1% Triton X-45 (détergent) qui seront ensuite éliminés par extraction
a I'huile de soja, filtration et chromatographie (38).

e Activation plaquettaire par ajout de thrombine ou de chlorure de calcium :
Cette technique permet l'activation plaquettaire et la libération des granules
plaquettaires en reproduisant la cascade de coagulation par I'ajout de chlorure de
calcium (CaClz) ou de thrombine. Aprés conversion compléete du fibrinogene en
fibrine, une centrifugation et une filtration permettent d’éliminer le caillot de

fibrine formé.

Dans les 3 premiéres techniques, le lysat plaquettaire peut contenir jusqu’a 3mg/mL de
fibrinogéne (7), ce qui modifie ses caractéristiques. En cas d’activation plaquettaire lors
de l'utilisation du lysat, il s’organise un réseau de fibrine avec I'aspect d’un hydrogel
renfermant les cytokines. Il est alors nécessaire, si I’'on souhaite garder I'aspect liquide du
lysat plaquettaire, d’ajouter de I'héparine pour prévenir la gélification et la coagulation.
Une derniére centrifugation peut étre réalisée pour éliminer les débris cellulaires (39). Un
traitement thermique (56°C, 30 min) permet aussi de supprimer le fibrinogene en plus

d’inactiver le virus de I’"hépatite C (40).

Les concentrés plaguettaires lysés sont regroupés dans une poche pour former un pool
de lysat plaquettaire prét a l'usage (36) et les recommandations de stockage varient
d’une durée allant de 2 ans a une température de -30°C jusqu’a 5 ans a -80°C (34). Il peut
aussi étre conservé sous forme lyophilisée a 4°C pendant 9 mois (41). La création de pools
permet de diminuer la variabilité inter-individuelle des dons de sang total mais augmente
le risque de transmission infectieuse. La Pharmacopée Européenne recommande donc
une limitation des regroupements de pools si aucun autre traitements d’inactivation

virale supplémentaire n’est imposé (34).

Une approche mathématique dans une étude scientifique d’Agostini et al. de 2017 a
démontré que le regroupement de 16 donneurs dans un pool était suffisant pour éviter
une variation significative au niveau des concentrations de facteurs de croissance et du

pouvoir trophique du lysat plaquettaire (42). Burnouf et al. estiment en 2016 qu’un
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volume de 100 000 a 250 000 L de lysat plaquettaire humain par an peut potentiellement
étre préparé a partir des concentrés plaquettaires expirés issus des dons de sang, ce qui
représente un stock important et avantageux vis-a-vis de la demande croissante d’essais

cliniques autour de la thérapie cellulaire impliquant le lysat plaquettaire (7).

Il. Le potentiel thérapeutique du lysat plaquettaire

1) Lysat plaguettaire et culture cellulaire in vitro

La culture cellulaire, largement utilisée dans le cadre de la recherche, de la thérapie
cellulaire ou du développement de médicaments de thérapie innovante, a pour but de
maintenir des cellules humaines ou animales dans un milieu in vitro permettant leur
survie, leur prolifération ou leur différenciation. Le Sérum de Veau Fcetal (SVF) a
longtemps été considéré comme le « gold standard » en termes d’adjuvant riche en
facteurs de croissance et nutriments pour le milieu de culture cellulaire, et il reste a ce

jour couramment utilisé (43).

Cependant, le SVF présente de nombreux inconvénients et son utilisation est remise en
cause d’un point de vue scientifique et éthique (44). En effet, certains composants du SVF
n’ont pas encore été identifiés, et méme parmi les substances identifiées, leur role dans
la culture cellulaire n’est pas clairement établi. Le risque de contamination par les
endotoxines, virus, bactéries et prions d’origine animale remet en question la sécurité et
la pertinence de son utilisation (45,46). L'intégration de protéines bovines par les cellules
mises en culture peut aboutir a des réactions allergiques et immunitaires si une
réimplantation des cellules sur un patient est envisagée. De plus, la méthode d’obtention

du SVF souléve des questions d’éthique et de bien-étre animal (43).

Actuellement, le recours au Lysat Plaquettaire (LP) humain, en accord avec les
recommandations de limitation d’utilisation de produits xénogénes, est devenu une
pratique courante validée par de nombreuses études (47). Sa haute concentration en

facteurs de croissance clés (PDGF, VEGF, TGF-B etc.), ions, et autres composants
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plaquettaires fait du LP un adjuvant de culture idéal pour de nombreux types cellulaires.
Les principales différences du LP humain avec le SVF sont sa plus grande quantité
d’immunoglobulines et la présence de fibrinogéne et de facteurs de la coagulation quand
il nN'y a pas eu d’activation par la thrombine ou le chlorure de calcium lors de la

préparation du LP (7).

Doucet et al. introduisent I'utilisation du LP humain en adjuvant de culture de Cellules

Stromales Mésenchymateuses (CSM) en 2005 (48).

Les CSM disposent, grace a leur capacité de trans différenciation et leurs propriétés
immunomodulatrices, d’'un potentiel de cicatrisation et de régénération osseuse et
cartilagineuse, ainsi que d’une application dans le traitement des maladies auto immunes
(45). La capacité du LP humain a promouvoir la culture cellulaire a été mise en évidence
sur des CSM issues en majorité de la moelle osseuse ou du tissu adipeux, mais aussi
d’autres tissus humains comme la gelée de Wharton, le cordon ombilical, le liquide

amniotique, la pulpe dentaire, le ligament alvéolo-dentaire et la papille apicale (49).

Malgré le manque de standardisation des protocoles de préparation du LP humain, la
majorité des études scientifiques démontre une efficacité semblable voire accrue du LP
humain par rapport au SVF sur I'expansion des CSM, avec une prolifération plus rapide
des CSM sans modification de leur potentiel de différenciation vers les lignées osseuses,
chondrocytaires et adipeuses tout en conservant leur capacités immunomodulatrices
(47,48,50). Le LP humain augmente la taille est le nombre de colonies de CSM, et aucune

instabilité chromosomique n’est observée (45).

Le LP humain n’induit pas chez les CSM d’expression du complexe majeur
d’histocompatibilité (HLA) malgré la présence dans son contenu de facteurs mitogenes
(PDGF-BB, FGF). Mais la présence de fibrinogéne peut affecter le réle immunomodulateur
des CSM en réduisant leur capacité a réguler I'enzyme indoléamine dioxygénase (IDO) et
a diminuer la prolifération des lymphocytes T et natural killer (51,52). De plus, I'ajout
d’héparine est nécessaire pour éviter la formation d’un réseau de fibrine et la gélification
du milieu de culture délétére au développement des cellules en culture (53). La
concentration d’héparine doit étre suffisante mais rester faible pour éviter toute

cytotoxicité et ne pas diminuer les capacités de prolifération et de différenciation des
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CSM (43,54). Des modifications dans les protocoles de préparation du LP humain dans
quelques études ont permis de s’affranchir de I'utilisation d’héparine en ayant une

concentration en fibrinogene tres faible (54,55).

Au-dela de son efficacité avérée sur les CSM, le LP a démontré agir bénéfiguement sur la
croissance et I’expansion de nombreux autres types cellulaires comme les chondrocytes
(56), les fibroblastes (57), les ostéoblastes (58), les cellules endothéliales (59), les
monocytes, les cellules dendritiques (60), les kératinocytes (61) les myoblastes (62), les
ténocytes (63), etc. La viabilité, la morphologie et les capacités de prolifération,
différentiation et maturation des cellules sont maintenues grace a une supplémentation
en LP variant entre 5 et 10% le plus souvent. Un milieu enrichi en LP humain est donc une
alternative concluante pour |'expansion cellulaire en vue de transplantation chez

I'homme (31).

L'étendue des propriétés du lysat plaquettaire décrites précédemment justifie son

développement dans de nombreux autres domaines de la médecine régénérative.

2) Lysat plaquettaire et médecine régénérative

a) Lysat plaquettaire seul ou associé

Le LP est utilisé seul dans diverses situations cliniques, sous sa forme liquide ou
d’hydrogel mais doit étre associé a une autre structure dans des situations impliquant
une plus grande résistance et stabilité face aux contraintes mécaniques ou une action
prolongée dans le temps. Il arrive donc gu’il soit encapsulé, couplé a une matrice
tridimensionnelle synthétique ou naturelle ou associé a un autre biomatériau (64). On
retrouve parmi les matrices développées du collagéene et de la gélatine (65), du PLGA
(Poly Lactic-co-Glycolic Acid) (66), du Chitosan (67), de I'acide hyaluronique (68), de la

génipine (39) etc.

Sung Jun Min et al. (2021) développent un hydrogel a base de LP rendu

photopolymérisable par I'ajout d’anhydre méthacrylique et d’agents photo-initiateurs.
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L’hydrogel obtenu est utilisé comme bio-encre pour I'impression 3D de matrices simulant

les tissus humains et il permet in vitro le développement viable des cellules (69).

Le LP peut aussi étre combiné aux substituts osseux comme [|’Hydroxyapatite, le

phosphate tricalcique (70) et le phosphate de calcium biphasique (71).

In vitro, la structure du titane d’implants dentaires a méme été modifiée par I'ajout de
nanocristaux de cellulose imprégnés de LP (72). Il a également été développé en
laboratoire un fil de suture recouvert de LP (73). Les applications du LP semblent donc

multiples.

b) Maladies oculaires

Une attention particuliere est portée au LP dans le traitement de la surface oculaire et la
cornée car ses facteurs de croissance comme EGF et TGF-B sont présents dans les
sécrétions lacrymales et possedent des récepteurs sur les cellules épithéliales de la
cornée, les kératocytes, les fibroblastes cornéens et les cellules endothéliales. lls
soutiennent la prolifération et la migration des cellules cornéennes (74,75). Les
pathologies de la cornée représentent la premiere cause de perte partielle ou totale de Ia

vue dans le monde (76).

In vitro, Le LP active les mécanismes de cicatrisation de la cornée et exerce un pouvoir
antioxydant et anti-apoptotique sur les cellules endothéliales de la cornée, cellules
victimes du stress oxydatif et au renouvellement limité au cours du vieillissement (77).
Chez I'animal, le LP améliore considérablement la régénération nerveuse de la cornée
(78). Les essais cliniques chez 'homme testent I'application quotidienne du LP sous forme
de gouttes oculaires. L'efficacité du LP est prouvée pour le soulagement des symptémes
chroniques chez des patients atteints de syndrome de I'ceil sec associé ou non au
syndrome de Sjogren (79), et chez des patients atteints de la maladie du greffon contre
I’h6te suite a une greffe de cornée (80). Le LP soulage aussi les symptomes plus aigus des
brilures de la cornée, des ulcéres cornéens et de la kératite neurotrophique en
améliorant la cicatrisation (81,82). Concernant la galénique, il est possible de lyophiliser le

LP sous forme de poudre sans modifier ses propriétés (83).
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¢) Troubles neurologiques

Des études prometteuses ont été menées sur le LP in vitro sur des modeles cellulaires et
sur des modeles animaux in vivo mimant des lésions cérébrales (84) et des maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson (85), la maladie d’Alzheimer (86),

et la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA ou maladie de Charcot) (87) .

Le LP active des voies de signalisation spécifiques favorisant la protection neuronale
(cellules LUHMES, neurones primaires, motoneurones (40,88)) et synaptique contre
I'apoptose et la ferroptose. Il induit la neurogénése et a un effet anti-oxydant et anti-
inflammatoire également sur les astrocytes (cellules gliales) (89). Utilisé sur des modéles
murins de lésions cérébrales, il améliore considérablement les fonctions motrices des
souris. L'administration du LP par spray nasal sur des modeles murins de la maladie de
Parkinson diffuse au cerveau et induit la protection des neurones dopaminergiques sans
produire d’effet secondaire. L'administration intra nasale est avantageuse car peu
invasive et permet la diffusion du LP a travers la barriere hémato-encéphalique grace a la
porosité osseuse de la lame criblée de I'ethmoide. Les facteurs neurotrophiques du LP

diffuse ainsi vers le bulbe olfactif et le cortex cérébral (85).

Pour son administration intra nasale ou intra-cérébro-ventriculaire, le LP est dit « purifié »
selon un protocole spécifique avec un traitement thermique a 56°C pendant 30 minutes
(85,87). Le LP obtenu est dit faible en protéines plasmatiques (mais riche en facteurs
neurotrophiques) et dépourvu de fibrinogene, de facteurs de coagulation, de
prothrombine et d’enzymes protéolytiques pour ne pas surcharger le liquide

cérébrospinal et éviter tout effet néfaste sur le cerveau (90).

d) Troubles musculo-squelettiques

Le LP représente un traitement encourageant des troubles musculo-squelettiques (TMS)
qui désignent les pathologies situées autour des articulations des membres et de la
colonne vertébrales provoquant des douleurs chroniques au niveau des cartilages, des

tendons et des muscles.

Parmi les TMS, I'ostéoarthrite du genou est largement retrouvée chez les personnes

agées (91), provoquant une usure du cartilage entrainant des douleur, une diminution de
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la mobilité et de la qualité de vie. Les cellules progénitrices présentes dans le cartilage
articulaire ont un potentiel limité de régénération qui peut étre stimulé en présence de LP

(92).

Chez 'lhomme, l'injection intra articulaire de LP dans I'articulation du genou a conduit a
une amélioration des symptomes chez le patient selon I’évaluation KOOS (Knee
Osteoarthritis and Disability Outcome Score) (93). L'injection est répétée 3 fois, chacune
espacée de 3 semaines chez des patients atteints d’ostéoarthrite de stade précoce et
intermédiaire (93). L’évaluation des structures par Imagerie a Résonance Magnétique
(IRM) a 12 mois chez 15 patients montre une augmentation de I'épaisseur des cartilages

aux niveaux fémoral et tibial (91).

Li et al. (2021) étudient in vivo I'injection d’'un hydrogel contenant des microspheres de
PLGA/chitosan/gélatine chargées de LP sur des modeles de rats d’ostéoarthrite. La
libération rapide de facteurs bioactifs permet la diminution des symptomes tandis que la
libération prolongée du LP par les microspheres entraine une réparation du cartilage,

inversant la dégénérescence des cartilages dues a I'ostéoarthrite (67).

Une étude comprenant 470 patients atteints de douleurs radiculaires lombaires
(lombalgie) suivis sur 2 ans montre que l'injection péridurale de LP est une alternative
efficace contre la douleur. Elle améliore la mobilité sans effets secondaires contrairement

a l'injection de corticoides (94).

L'injection péridurale de LP a également permis a des patients avec une hernie discale de

diminuer les douleurs et de faciliter la résorption du disque (95).

Le traitement par injection locale de LP chez des patients atteints d’épicondylite (tennis
elbow) entraine une diminution des symptomes et une récupération fonctionnelle

normale (96).
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e) Régénération tissulaire cutanée et muqueuse

L'application de LP cible particulierement les contextes traumatiques, pathologiques ou
inflammatoires dans lesquels I'organisme n’est plus capable de jouer son réle de
cicatrisation des lésions (diabéte, obésité, angiopathies). Le but du LP est d’apporter les
facteurs plaquettaires trophiques en concentration supra physiologique pour accélérer la
guérison de lésions chroniques non cicatrisantes rétablissant I’activation des fibroblastes,
la migration des kératinocytes, la synthese de collagene, I'angiogenese et la

réépithélialisation (97).

De plus, le LP exerce une activité anti bactérienne contre Staphylococcus aureus et
Escherichia coli sur le site de la Iésion, facilitant le processus de cicatrisation (98). Celle-ci
étant modérée, des essais in vitro de combinaison du LP avec la vancomycine
(antibiotique) dans des particules d’acide hyaluronique et d’alginate de calcium ont été

réalisés, dans |'optique de traitement d’ulceres chroniques de la peau (99).

In vivo, des modeles de souris diabétiques ont montré une amélioration de la cicatrisation
de lésion avec l'utilisation d’une matrice chargée de LP. Une fermeture plus rapide et
compléte des plaies est observée par rapport a la matrice témoin sans LP (100). Ces
résultats sont appuyés chez I'homme par la présentation de deux cas de traitement
d’ulceres du pied diabétique issus d’un essai clinique en cours (101). Chez un homme de
58 ans et une femme de 67 ans, une injection péri lésionnelle de LP a été administrée
toutes les deux semaines sur des ulcéres chroniques de respectivement 33 cm? et 48 cm?.
Une cicatrisation compléte est observée a 8 semaines dans les 2 cas avec un aspect sain

de la peau et aucun effet secondaire n’a été reporté.

Au niveau muqueux, un gel muco-adhésif a base de LP a été expérimenté par Del Fante et
al. sur 7 patients atteints de mucosites buccales liées a la maladie du greffon contre I’hote
(102). Le traitement de l'inflammation due a la mucosite s’est avérée efficace sur 6
patients. Ces résultats préliminaires sont favorables a des essais randomisés controlés

plus larges.

Le LP favorise également |'activation et la régénération des follicules pileux (103). Chez

I’'homme, son utilisation seule ou combinée a une greffe de follicules a démontré son

28



efficacité et une augmentation de la densité capillaire sur des patients atteints d’alopécie

androgénétique (104).

f) Régénération osseuse

In vivo, le LP induit le remodelage et la croissance osseuse verticale sur la vo(te cranienne
de lapin (105). Chez la souris, I'ajout de LP comme revétement de substitut osseux
(hydroxyapatite/phosphate tricalcique B) potentialise I'adhésion et la colonisation des
CSM, ainsi que le recrutement des cellules du tissus hote. Il exerce un effet synergique
dans la néoformation osseuse et vasculaire (70). Sur des os longs de lapin, I'association de
LP a une greffe d’os allogéne entraine une cicatrisation comparable a celle obtenue avec

I'utilisation d’os autogéne, et présente une densité osseuse supérieure (106).

Chez I'homme, l'injection de LP favorise la cicatrisation osseuse de fractures non
consolidées et de nécroses de la téte fémorale (107). Au niveau moléculaire, le LP
augmente l'expression de protéines majeures de la croissance osseuse comme

I'ostéoprotégérine, I'ostéopontine, I'ostéocalcine et les phosphatases alcalines (107).

Le LP stimule la prolifération des ostéoblastes et les sort de leur état de quiescence, tout
en activant lI'induction de I'angiogenése. Cet effet combiné favorise la différenciation

ostéoblastique et la formation osseuse (108).

3) Lysat plaquettaire et odontologie

Le recours au LP pour le chirurgien-dentiste s’avere prometteur dans le cadre de
I'odontologie régénérative et de la chirurgie orale, que ce soit pour la cicatrisation
muqueuse ou la régénération osseuse comme vu précédemment mais aussi pour le

traitement de la parodontite et la régénération endodontique.

Concernant les études sur la régénération endodontique et pulpaire, le pouvoir
angiogénique et chimiotactique du LP a permis, in vitro et ex vivo, le développement et la
viabilité de cellules pulpaires humaines méme inflammées (109,110). Sous forme

d’hydrogel, Le LP tapisse la surface endodontique et pénétre dans les tubulis dentinaires.
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La vascularisation rapide induite par ses facteurs de croissance justifie le développement

de biomatériaux a base de LP (68,111).

Dans le traitement de la parodontite, une étude menée sur des défauts parodontaux chez
le rat montre que linjection de LP diminue le processus inflammatoire en régulant
I’expression des cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine-1 et I'interleukine-6
(112). Cet essai randomisé divise 36 rats en trois groupes : un groupe controle, et deux
autres groupes chez lesquels la pose d’une ligature en coton au niveau de la seconde
molaire maxillaire simule la présence d’une parodontite aigué. Pour les deux groupes
avec ligature, il a été réalisé des injections intra sulculaires soit de solution saline stérile
(ligature + saline), soit de LP (ligature + SPL) pendant 2 semaines. Ensuite la perte osseuse
est mesurée par analyse tomodensitométrique puis confirmée par |'‘observation
microscopique de coupes histologiques (112). La perte osseuse du groupe (ligature+SPL)
est significativement diminuée de 0.5mm par rapport au groupe (ligature+saline) (Figure

7).

Figure 6 (a gauche). Coupes histologiques d’os alvéolaire entre la 1ére et la 2eme molaire
maxillaire de rats apres induction de parodontite par la pose d'une ligature et I'injection de
solution saline ou de lysat plaquettaire (SPL) (112).

Figure 7 (a droite). Mesure de la perte d’os alvéolaire (Bone loss) a partir d’images obtenues par
tomodensitométrie (*** signifie que p<0.001) (112).
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La forme liquide du LP reste cependant une contrainte car celui-ci est rapidement chassé
du site d’action par les fluides gingivaux et la salive. Et la répétition des injections s’avere

étre un traitement invasif et contraignant.

Pour y remédier, Babo et son équipe ont mis au point un systéeme bicouche composé de
phosphate de calcium (injectable cement), de génipine associé a du LP (gPL contruct) qui

permet de maintenir les protéines du LP au contact des surfaces radiculaires (Figure 8).

Figure 8. Schéma de la mise en place du systéeme bicouche en 2 temps au niveau du défaut infra
osseux d’une premiére molaire maxillaire de rat (113).

Les résultats de I'étude confirment le besoin de mettre en place un systéme stable au
contact de la surface radiculaire exposée par la Iésion parodontale. Ainsi le maintien des
facteurs trophiques au contact de la racine et de I'os alvéolaire permet la régénération

d’os alvéolaire et de desmodonte, diminuant la perte d’attache épithéliale (113).

Le docteur Monsarrat et son équipe ont réalisé un essai pré-clinique randomisé en double
aveugle sur des Beagles atteints de parodontite. Un hydrogel a base de LP est greffé au
niveau de la lésion parodontale avec ou sans ajout de cellules stromales adipeuses (114).
120 jours plus tard, les examens cliniques et radiologiques révelent une stabilisation des
tissus parodontaux (profondeur de poche, niveau d’attache épithéliale) et une diminution
de l'activité inflammatoire (saignements, aspect de la gencive) plus importantes en
présence de cellules souches adipeuses. Ces résultats, confirmés par analyse
microscopique et séquencage génomique, valident la pertinence du développement de la
thérapie cellulaire combinée avec du LP pour le traitement de la parodontite (114). Les

résultats sont en cours de publication.
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Chez 'homme, un essai clinique randomisé a permis d’évaluer la mise en place d’une
matrice de collagéne imprégnée de fibrine, de LP et de CSM au niveau de défauts
parodontaux. Aucune différence clinique ou radiologique significative n’a été observée
avec les groupes témoins mais les résultats encouragent le développement de

biomatériaux combinés avec du LP et des CSM pour la régénération parodontale (115).

Par ailleurs, une étude in vitro démontre qu’une matrice associant du ciment de
phosphate de calcium, de la doxycycline (antibiotique) et du LP avec des cellules
stromales mésenchymateuses d’origine desmodontale combine un fort pouvoir
antibactérien, une biocompatibilité élevée, et induit la différenciation ostéogénique des

cellules souches desmodontales (116).

Dans l'optique d’améliorer la résistance aux contraintes mécaniques de I'hydrogel de
fibrine obtenu a partir du LP, Thibault Canceill a développé dans sa these en 2021 un
procédé de fabrication de mousse seche de LP (117). Cette mousse est obtenue par
séchage de I'hydrogel de LP en atmosphére CO. supercritique, sans altération de la
disponibilité des facteurs de croissance naturellement présents dans le LP. Méme les
éléments ajoutés pour la formation du gel de fibrine que sont I'acide tranexamique (anti-
fibrinolytique), le sodium, le chlorure et le calcium sont conservés dans la mousse lors du
procédé de fabrication et pourront apporter une activité biologique supplémentaire
comme la stabilisation du caillot sanguin. Le biomatériau obtenu est un réseau
tridimensionnel de fibrine sec et poreux favorable a la colonisation et au développement
des cellules de I’'h6te qui offre un relargage lent et prolongé de ses facteurs de croissance.
Il est facilement manipulable, sa forme est modifiable et adaptable au site implanté, et sa
résistance a la compression est supérieure a celle de I'hydrogel (117). Une indication
d’utilisation de la mousse de LP pourrait donc étre la régénération parodontale. Sa
capacité a se réhydrater lui permettrait d’absorber les fluides biologiques et de combler

tout le volume du défaut osseux.

Le LP se différencie des concentrés plaquettaires actuellement utilisés en chirurgie
dentaire par sa composante acellulaire, et donc la disponibilité immédiate des facteurs de
croissance et autres protéines en concentration élevée. Le LP étant débarrassé des
membranes plaquettaires lors de la fabrication, il présente une plus grande stabilité

contrairement aux autres concentrés plaquettaires plus sensibles a la rétractation et a Ia
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gélification. Le processus de fabrication du LP a partir de dons de sang et de pools de
concentrés plaquettaires décrit antérieurement est peu colteux, facilement
standardisable et reproductible avec un meilleur contréle des concentrations en éléments
bioactifs du produit fini et une variation minimale permettant des résultats
thérapeutiques prédictibles (118,119). Un autre avantage est que le LP peut étre
lyophilisé (83), congelé (120), ou a I’'état de mousse seche (117) jusqu’a son utilisation

tout en conservant ses propriétés.

Cependant, le LP commercialisé actuellement (Macopharma en France, PL BioScience en
Allemagne...) est vendu uniquement en tant qu’adjuvant pour milieu de culture cellulaire.
Pour étendre son utilisation a la thérapie cellulaire et la régénération tissulaire, il doit
obéir a un cadre réglementaire francais et européen strict considérant le LP comme un
médicament de thérapie innovante et nécessitant une Autorisation de Mise sur le Marché

(AMM) (121).

4) Lysat plaquettaire autologue ou allogénique

La préparation de lysat plaquettaire autologue a partir d’'un donneur unique au bloc
opératoire d’un cabinet dentaire, comme pour le PRF, pourrait permettre de s’affranchir
de certaines barrieres réglementaires. Mais des étapes de laboratoire sont nécessaires
(congélation/décongélation...) et demandent plusieurs jours d’élaboration. De plus, bien
qgue le risque infectieux lié aux pathogénes soit maitrisé, la quantité de LP issue d’'un
prélevement sanguin autologue est faible et elle est soumise a la variabilité inter

individuelle du donneur (age, pathologie du sang...) (30).

L'avenir du LP se dirige donc plutét vers un produit fini standardisé, conservable et
commercialisable par les industries pharmaceutiques (90). Ce LP allogénique issu du
regroupement de pools garantit une harmonisation des concentrations en facteurs de
croissance, et donc des résultats prédictibles et reproductibles. L'inactivation de
potentiels pathogénes doit étre rigoureusement effectuée, et le LP doit étre déleucocyté.
La réglementation stricte impose la demande d’AMM et donc des étapes d’évaluation in

vitro, in vivo, et cliniques.
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CONCLUSION

Ainsi, le lysat plaguettaire est un dérivé sanguin naturellement riche en facteurs de
croissance tels que le PDGF et le VEGF, capable de favoriser la cicatrisation et la
régénération tissulaire. Actuellement utilisé dans le domaine de la recherche pour la
culture de cellules, il présente I'avantage d’étre d’origine humaine contrairement au

sérum de veau foetal.

L'intérét porté au lysat plaquettaire se développe dans le cadre de nombreuses pistes
thérapeutiques de la médecine régénérative comme les maladies neurodégénératives ou
ostéoarticulaires. Son utilisation thérapeutique montre également des résultats

encourageants dans les domaines de la chirurgie orale et de I'odontologie régénérative.

En odontologie, le recours au lysat plaquettaire pour la régénération parodontale,
osseuse ou tissulaire reste actuellement expérimental et nécessite d’établir clairement le
mode d’obtention du lysat plaquettaire (autologue ou allogénique), dans des conditions
réglementées et pour des indications précises. Son intérét majeur réside dans la
conception d’'un biomatériau résistant et bioactif capable de s’associer a un substitut
osseux ou a des cellules stromales mésenchymateuses pour potentialiser la régénération
des tissus traités. Le lysat plaquettaire est alors considéré comme un médicament de
thérapie innovante dont le développement est prometteur en thérapie cellulaire et en

ingénierie tissulaire comme sous la forme de mousse seche (117).

Dans cette optique, son utilisation au cabinet dentaire n’est pas immédiate et nécessite la
mise en place de démarches de commercialisation qui suivent une réglementation stricte

afin d’obtenir une autorisation de mise sur le marché.

Le Président du jury Le Directeur de thése
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LE LYSAT PLAQUETTAIRE : ORIGINE, INTERETS ET APPLICATIONS POSSIBLES EN
ODONTOLOGIE

RESUME EN FRANCAIS

Le lysat plaquettaire est un dérivé sanguin d’origine humaine riche en facteurs de croissance et cytokines
tels le PDGF, le VEGF, I'EGF et le TGF-B utilisé dans le domaine de la recherche pour la culture cellulaire. Sa
composition et ses propriétés régénératives ont conduit a son développement en thérapie cellulaire,
ingénierie tissulaire et médecine régénérative. Ainsi, la mise au point d’'un biomatériau a base de lysat
plaquettaire offre des perspectives prometteuses et peut étre la possibilité de voir un jour son utilisation

dans le cabinet du chirurgien-dentiste envisageable.
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